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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap san xuit dung dich bao quan té bao. Sang ché ciing

dé cap dén phuong phap bao quan té bao, phuong phap thu nhan té bao ¢ dinh, va phuong

phap phan tich té bao, bang cach sir dung dung dich bao quan té bao thu duoc.
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Linh vye k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché nay dé cap dén dung dich bao quan té bao, cu thé 1a sang ché dé cap dén
phuong phép bao quan té bao, phuong phap thu nhan té bao c¢b dinh, va phuong phéap
phan tich t bao bang céach st dung dung dich bao quan té bao. Ngoai ra, sang ché ciing

dé cép dén phuong phap san xuét dung dich bao quan té bao.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Khi phan tich té bao, céc té bao ludn phai dugc lwu giit trude khi dua di phéan
tich. Vi du, khi phén tich t& bao duoc I4y ra tir co thé sdng, can phai luu giit mot cach
thich hop cac té bao nay trong khoang thoi gian tir thoi diém 14y té bao ra t6i thoi diém
phan tich t& bao, vi tir ltc tach khoi co thé séng cac té bao nay da bit du tu phan giai.

Tai liu sang ché 1 @& cap t6i cac té bao duge luu giit trong dung dich bao quan té
bao trude khi phan tich. Vi du 5 cua Tai liéu sang ché 1 boe 16 dung dich bao quan té
bao chita 1 mM magie axetat, 2 mM canxi axetat, 10 mM kali clorua, 0,1% natri

clorua, va 20% metanol.

Tai liéu trich dan

Tai lidu sang ché

Tai liéu sang ché 1: US 5,256,571
Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vién dé k¥ thuat can giai quyét

Céc téc gia sang ché niy thdy rang khi té bao dugc luu giir trong dung dich bao
quan té bao thong thudng trong khoang thoi gian dinh trude, thi cac axit nucleic trong
cac té bao nay co thé khong con dn dinh va bi thoai héa. Do d6, ¢6 nhu ciu phat trién
loai dung dich bao quéan té bao méi trong d6 céac té bao nay c6 thé duge luu gitt mot

cach 6n dinh hon in vitro sau khoang thoi gian dinh trude.
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Céch thtrc giai quyét van dé

Sang ché d& xuét dung dich bao quan té bao chira rugu bac thip ¢ tir 1 t6i 6
nguyén tir cacbon va ion kim loai héa tri hai trong dung mdi nude, trong d6 ndng do

ctia ion kim loai hoa tri hai ndy nam trong khoang tir 6mmol/L t&i 82mmol/L.

Sang ché dé xuét phuong phap bao quan té bao, bao gdm budc ngam cac té bao

nay in vitro trong dung dich bao quan té bao néu trén.

Sang ché dé xuét phuong phép san xuit dung dich bao quan té bao, bao gdm
budc tron rugu bac thép cO tr 1 t61 6 nguyen tu cacbon va ion kim loai héa tri hai trong
dung moi nudce, trong do6 néng do cuaion kim loai hda tri hai trong dung dich bdo quan

té bao nay nam trong khoang tir 6mmol/L t&i 82mmol/L.

Séng ché dé xuat phuong phap thu nhén té bao ¢b dinh, bao gdm bude cho té bao
tiép xuc in vitro v6i dung dich bao quan té bao néu trén dé lam cho céc té bao nay dugc
¢ dinh.

Sang ché dé xuat phuong phap phén tich té bao bao gom céc budce: cho céc té bao
tiép xuc in vitro véi dung dich bdo quan t€ bao néu trén dé lam cho cdc t€ bao nay duogc
cd dinh; va phan tich axit nucleic trong cac t€ bao da duogc cd dinh trong budc trude
do.

Hiéu qua c6 loi ctia sang ché

Theo sang ché, céc té bao can dugc phan tich c6 thé dugc luu giit 6n dinh in vitro

trong khodng thoi gian dinh trude trudce khi dua di phan tich.

Mo ta vin tit cac hinh vé kém theo

Fig. 1 14 anh chup két qua dién di trén gel agaroza ctia ADN chiét tir cac té bao
HeLa duoc luu giir trong dung dich bao quan té bao theo mot phuong an clia sang ché
nay hoic trong dung dich bao quan té bao c6 ban trén thi truong dudi cac diéu kién

dinh truéde.

Fig. 2A1a db thi thé hién céc tri s6 do duoc béng cach luu gifr cac t& bao cd tach
tir dbi tuong trong dung dich bdo quan té bao ¢ ban trén thi trudng dudi cac diéu kién
dinh trude va phat hién céc axit nucleic ¢6 ngudn gbe tir virut u nha & ngudi (HPV -
Human Papilloma Virus) trong ADN ctia c4c té bao nay bang phuong phép bit gir thé
lai (HC - Hybrid Capture).
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Fig. 2B 1a dd thi thé hién céc tri s6 do dugc béng cach luu giit cac té bao cb tach
tir d6i twong trong dung dich bao quan té bao c6 ban trén thi truong dudi cac diéu kién
dinh truéc va phét hién cac axit nucleic ¢6 ngudn goc tir HPV trong ADN ciia cac té

bao nay bang phuong phap HC.

Fig.3A1a dd thi thé hién céc tri sb do duoc béng cach luu gilt cac té bao cb tach
tir d6i twong trong dung dich bao quan té bao theo mot phuong an ciia sang ché nay
dudi cac diéu kién dinh trude va phat hién céc axit nucleic c6 ngudn gde tir HPV trong

ADN ctia cac té bao nay bang phuong phap HC.

Fig. 3B la db thi thé hién céc tri sb do dugc balmgvcéch luu gift cac té bao cb tach
tir d6i tuong trong dung dich bao quéan té biao theo mdt phuong an cua sang ché nay
dudi cac didu kién dinh trude va phat hién cac axit nucleic co ngudn gbe tir HPV trong

ADN ciia cac té bao nay bang phwong phap HC.

Fig. 4 14 anh chup sau khi c4c té bao ¢d tach tir d6i tuong duoc luu gitt trong dung
dich bao quan té bao theo mét phuong 4n ctia sang ché nay hoic trong dung dich bao
quén té bao ¢6 ban trén thi trudong trong 2 ngay & nhiét do trong phong va nhuém bang

phuong phap Papanicolaou.

Fig. 5 12 c4c biéu db tan suat ving phét xa huynh quang thu dugc bang cach phan
tich té bao HeLa duoc luu giit trong cac dung dich bao quan té bao c¢6 ndng dd ion
magie khac nhau duéi cc didu kién dinh trude bang luu bao ké (flow cytometer).

Fig. 6 12 biéu dd thé hién mién xuét hién té bao ludng bdi trén biéu dd tan suat
viing phét xa huynh quang thu dugc bang cach phan tich cac té bao HeLa dugc luu gitr
trong dung dich bao quan té bao theo mét phuong 4n ctia sang ché nay ¢ nhiét ¢ 25°C
trong khoang thoi gian 4 gio bang Iuu bao ké.

Fig. 7Ala dd thi thé hién cac hé s bién thién (CV - Coefficients of Variation) ctia
ving phat xa huynh quang trong mién xuat hién té bao ludng bdi trong trudng hop té
bao HeLa dugc luu gifr trong cdc dung dich bao quan té€ bao c6 ndng do ion magie
khéc nhau & nhiét do 25°C trong khoang thoi gian 4 gio hodce & nhiét 4o 30°C trong 24
gio.

Fig. 7B 14 dd thi thé hién cac hé s bién thién (CV) clia viing phét xa huynh

quang trong mién xuét hién té bao ludng bdi trong truong hop té bao HeLa duoc luu
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giflr trong cic dung dich bao quan té bao c6 néng do ion magie khac nhau & nhiét do

30°C trong khoang thoi gian 24 gio.

Fig. 8A 12 cac biéu dd tin suét ving phat xa huynh quang thu duoc biang cach
phan tich t& bao Hela dugc luu giit trong céc dung dich bao quéan té bao ¢6 ndng do

metanol khac nhau duéi cac didu kién dinh trude br?mg luu bao ké.

Fig. 8B 14 cac biéu dd tin sudt ving phat xa huynh quang thu dugc bing cach
phan tich t& bao HeLa dugc luu giit trong cac dung dich bao quan t& bao ¢6 ndng do

metanol khac nhau duéi cac diéu kién dinh trude bang luu bao ké.

Fig. 8C 1a cac biéu do tf?mvsuét viing phat xa huynh quang thu dugc bang cach
phan tich t& bao HeLa dugc luu giir trong cac dung dich bao quan té bao c6 ndng do

metanol khac nhau dudi cac di¢u kién dinh trude bang Iuu bao ke.

Fig. 9 1a cac biéu do tan sut viing phat xa huynh quang thu duoc bang cach phan
tich cac té bao HeLa dugc luu giit trong dung dich bao quan té bao véi pH bang 6,4

hoic 7,0 dudi cac diéu kién dinh trude bang luu bao ké.

Fig. 10 1a c4c biéu dd tin suit ving phat xa huynh quang thu duoc bing cach
phan tich té bao HeLa duoc luu giir trong cac dung dich bao quan té bao c6 ndng do

ion canxi khac nhau duéi cac di€u kién dinh trude bang luu bao ké.

Fig. 11 14 cac biéu dd tin sut ving phat xa huynh quang thu duoc bang cach
phan tich té bao HeLa dugc luu gifr trong dung dich bao quéan t& bao c6 ban trén thi

truong dudi cac didu kién dinh truée bing luu bao ké.

Fig. 12 1a hinh phéi canh thé hién mét vi du cta dung dich bdo quan té bao dugc

chira trong lo.

Fig. 13 1a cac biéu db tan suat ving phat xa huynh quang thu dugc bang cach
phan tich té bao HeLa duoc luu giir trong cac dung dich bao quan té bao ¢6 ndng do
ion canxi khac nhau dudi cac diéu kién dinh trude béng luu bao ké.

Fig. 14 1a c4c biéu dd tin suit ving phat xa huynh quang thu dugc bang cach
phan tich té bao HeLa dugc huu giit trong dung dich bao quan té bao chira ion magie va

ion canxi dudi céac dicu kién dinh trudce bang luu bao ke.
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Fig. 15 14 biéu dd tin sudt ving phét xa huynh quang thu dugc bang cach phan
tich cac té bao HeLa duoc luu giir trong dung dich bao quan té bao chira etanol dudi

cac dieu kién dinh trudc bang luu bao ké.

Fig. 16 1a cac biéu do tn suit ving phat xa huynh quang thu duoc bang cach
phan tich t& bao HeLa duoc luu giit trong dung dich bao quan té bao theo Vi du 1 hoic
trong dung dich bao quan té bao theo patent My s6 5,256,571 dudi cac didu kién dinh

true bang luu bao ké.

Fig. 17 1a c4c biéu dd tin sut ving phat xa huynh quang thu dugc bang cach
phan tich t& bao HUVEC dugc luu giit trong cac dung dich bao quan té bao c6 ndng do

ion magie khac nhau dudi céc dicu kién dinh trudc bang luu bao ké.
M0 ta chi tiét sang che

1. Dung dich bao quén té bao

Dung dich b4o quan té bao theo mdt phuong 4n cia sang ché nay chira ruou bac
thdp c6 tir 1 t&i 6 nguyén tir cacbon va ion kim loai héa tri hai trong dung méi nude,
trong d6 ndng d6 ciia ion kim loai héa tri hai nay nam trong khoang tir 6mmol/L t6i
82mmol/L.

Ruogu bic thip ¢6 tir 1 t6i 6 nguyén tir cacbon nay (duéi day dugc goi mot cach
ngén gon la “rugu bac thép”) khong bi gi6i han dic biét mién 1a n6 c6 thé dugc trén
v6i nude voi ty 18 tuy ¥ & nhiét do thong thudong (25°C). Vi du vé ruou nay gdm
metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, isobutanol, sec-butanol,
tert-butanol, rugu n-amyl, rugu isoamyl, rugu sec-amyl, rugu tert-amyl,
1-etyl-1-propanol, 2-metyl-1-butanol, n-hexanol, va xyclohexanol. Trong sb cac rugu
ndy, metanol hodc etanol 1a dugc uu ti€n, va metanol 1a dugce ddc biét uu tién xét trén
khia canh hiéu qua luu giit va ¢d dinh té bao (qua trinh loai nu6c va dong tu cia

protein).

Theo phuong &n cda séang ché nay, chi mot loai rugu béc thép hodc hai hodc
nhiéu loai rugu bac thép ¢6 thé duoc st dung. Hai hodc nhiéu loai rugu nhu vay c6 thé
dugc tron voi ty 1€ tuy y. Vi du, hdn hop rugu thu dugc béng cach tron metanol va
etanol vé6i ty 18 tiy ¥ ¢6 thé duoc sir dung 1am dung dich bao quan té bio trong séng

ché nay.
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Nong d6 ctia rugu béc thip trong dung dich bao quan té bao nay c6 thé duogc
chon mét cach thich hop tity theo thoi gian luu giit té bao, phuong phap phén tich té
bao hoic cac yéu td twong tir. Nong do qué thap (vi du, trong trudng hop khi ndng do
nay thap hon khoang 20% tinh theo thé tich) s& gy kho khin cho viée Iuu giit 6n dinh
té bao. Nong d6 qua cao (vi dy, trong truong hop khi ndng do nay cao hon khoang
60% tinh theo thé tich) c6 thé giy cb dinh qua mirc t€ bao. Theo phuong 4n cia sang
ché nay, néng do cia ruou bic thip thudng nim trong khoang tir 20% tinh theo thé
tich t&i 60% tinh theo thé tich, tot hon néu trong khoang tir 30% tinh theo thé tich t&i
50% tinh theo thé tich, va dic biét tot néu trong khoang tir 40% tinh theo thé tich t6i
45% tinh theo thé tich. Theo mot phuong 4n khac, néng d6 ctia ruou bac thap nay nim
trong khoang tir 20% tinh theo thé tich t6i 60% tinh theo thé tich, tot hon néu tir 30%
tinh theo thé tich t6i 50% tinh theo thé tich, va dic biét tot néu tir 40% tinh theo thé tich
t61 45% tinh theo thé tich. Ruou béc thdp nay duoc chira & cac ndng do néu trén sao
cho céc té bao c6 thé duoc luu giit mot cach dn dinh. Ngoai ra, chung ciing ¢6 thé co
hiéu qua kim khuén hozc hiéu qua diét khuan. O ddy cin luu y rang ty 18 “% tinh theo

thé tich” ciing dugc ky hiéu bang “% thé tich/thé tich” hodc “% thé tich”.

Ton kim loai hoa tri hai néu trén khong bi gi6i han dic biét mién 1a n6 khong anh
hudng téi viée duy tri hinh dang va thanh phén ctia cc té bao, va c6 thé duge chon tir,
vi duy, cac ion kim loai dugc bd sung vao méi trudng nudi ciy té bao. Theo phuong 4n
cua sang ché nay, cac vi du vé ion kim loai héa tri hai nay gém 1on magie, ion canxi,
ion k&m, ion sét (II), ion d(‘A)ng, ion stronti, va ion molypden. Trong sb d6, cac ion kim
loai thugec Nhom II 14 dugce uu tién. Trong s6 cac ion kim loai thudc Nhom 1T nay, ion
magie va ion canxi 1a dugc dic biét wu tién. Theo phuong 4n ciia sang ché nay, chi mot
loai ion kim loai ¢6 hoa tri hai hodc hai hodc nhiéu loai ion kim loai ¢6 hoa tri hai c6

thé dugc st dung.

Theo phuong 4n cua sang ché, t6t hon néu ion kim loai héa tri hai trong dung
dich bao quan té bao nay dugc cip tir hop chit kim loai c6 héa tri hai d& tan trong dung
mdi nude. Vi du vé cac hop chit ndy gdm cac mudi ciia kim loai ¢6 héa tri hai véi axit
vd co hodc hitu co. Vi du v& mudi cta kim loai c6 hoa tri hai véi axit vo co gém mudi
cia cic axit vO co (nhu axit clohydric, axit sulfuric, axit nitric, axit pecloric, axit
bromhydric, va axit hydriodic) véi cac kim loai c¢6 hoa tri hai. Vi du vé mudi cta kim

loai c6 hoa tri hai v6i axit hitu co gom cac mudi cia cac axit hitu co (nhu axit axetic,
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axit xitric, axit ascorbic, va axit oxalic) vdi cac kim loai c6 héa tri hai. Trong s6 do6, cac
muodi cua kim loai ¢ hoa tri hai véi axit vo co 1a dugce uu tién. Vi du vé cac muoi nay
gOm magie clorua, magie sulfat, va canxi clorua. Theo phuong 4n cta sang ché nay,

hop chat kim loai ¢6 hoa trj hai ¢6 thé 1a anhydrit hosc hydrat.

V& ndng d6 cua ion kim loai hoa tri hai ndy, cic tac gia sang ché da xac dinh
duoc rang, trong dung dich bao quan té bao chira ru‘cﬂi béc thip 1a thanh phan chinh,
ndéng dd cta ion kim loai hoa tri hai nay cin nim trong khoang tir 6mmol/L t6i
82mmol/L, nhd d6 céc té bao va céc axit nucleic trong cac té bao nay co thé duoc luu
gift 6n dinh in vitro trong khoang thoi gian dinh trudce. Theo phuong 4n ciia sang ché
nay, tdt hon néu ndng d6 cia ion kim loai hoa tri hai nay nim trong khoang tir
6mmol/L t6i 80mmol/L, va tét hon nita néu tir 10mmol/L téi 60mmol/L. Theo mot
phuong 4n khéc, ndng do cta ion kim loai héa tri hai nay nim trong khoang tir
6mmol/L t6i 82mmol/L, tét hon néu tir 6mmol/L t6i 80mmol/L, va 5t hon nita néu tir
10mmol/L téi 60mmol/L. O day can luu y rang “mmol/L” ciing duoc ky hiéu Ia
“mM?”. Theo phuong an ciia sang ché nay, trong truong hop khi hop chét kim loai ¢6
héa tri hai dé tan trong dung moi nuéce, dic biét 1a mubi cta kim loai c6 héa tri hai vi
axit .V@ co, duoc hoa tan trong dung dich bao quan té bao nay, thi ndng do ctia ion kim
loai héa tri hai nay trong dung dich bao quan té bao c6 thé 1a duoc thé hién bang ndng

d6 ctia hop chit nay.

Dung méi nude nay c6 thé duoc tron voi ruou bic thap vai ty 18 tiy y & nhiét do
thong thudong (25°C) va khong bi gi6i han dic biét mién 1a n6 khong anh hudng t6i
viéc duy tri hinh dang va thanh phén ctia cac t€ bao. Vi du vé dung méi nude nay gom
nude, nude mudi sinh ly, dung dich dém, dung dich albumin, dung dich dextran, dung
dich huyét thanh ciia ngudi hodc dong vat ¢6 via binh thuong, va hdn hop bat ky ctia

chung.

Tét hon néu dung dich dém nay dugc ding 1am dung mdi nuée. Dung dich dém
nay khong bi gi6i han dic biét mién 14 n6 1a dung dich dém c6 tac dung dém & do pH
niam trong khoang tir 6 téi 8. Vi du vé cac dung dich dém nay gdm dung dich dém tdt,
dung dich dém phosphat (PBS), dung dich dém imidazol, va dich dém trietanolamin
hydroclorua (TEA). Vi du vé dung dich dém t6t gdm dung dich nudc cia cac chat dém
nhu PIPES, MES, Bis-Tris, ADA, Bis-Tris-Propan, ACES, MOPS, MOPSO, BES,
TES, HEPES, HEPPS, Tricine, Tris, Bicine, va TAPS. Trong truong hop sir dung dung
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moi nuée khac véi dung dich dém, chit dém bét ky ding trong céc dung dich dém néu

trén c6 thé dugc bd sung vao dung dich bao quan té bao.

Theo phuong 4n ciia sang ché nay, d6 pH cua dung dich bio quin t& bao c6 thé
nam trong khoang thich hop dé luu gifr té bao, va thudng nim trong khoang tir 6 t6i 8,
va t6t hon néu nim trong khoang tir 6,4 t&i 7. Theo mdt phuong 4n khac, do pH ctia
dung dich bao quan t& bao nay nim trong khoang tir 6 t6i 8 va tdt hon néu nim trong
khoéng tir 6,4 t6i 7. Ap suét thAm thau cia dung dich bao quan té bao nay khong bi
gii han dic biét mién 13 n6 khong ngin can viée luu gitr té bao, va no ¢ thé 1 dung
dich dang truong sinh 1y.

Néu can, dung dich bao quan té bao theo mdt phwrong 4n ctia sang ché nay c6 thé
chira chét phu gia trong dung méi nude, ngoai ruou bac thap va ion kim loai héa tri hai
néu trén. Chét phu gia nay khong bi giéi han dic biét mién 1a n6 khong ngin can viéc
c¢b dinh, lwu giit va phén tich té bao. Vi du vé chit phu gia ndy gém cac chét di biét
nhu mubi vo co (nhu natri clorua, kali clorua), sacarit (nhu glucoza, trehaloza), chat
bao quan (nhu natri azit, phenylmetansulfonyl florua), chit n dinh protein (nhu
albumin huyét thanh bo), chit chdng tao bot (nhu etylen glycol), thuéc khang sinh

(nhu penixilin, streptomyxin), va chit chdng ndm (nhu amphotericin B).

Céc té bao can dugc luu gifr trong dung dich bao quan té bao theo sang ché nay
khong bi han ché dic biét va co thé 13, vi du, té bao cla céc sinh vat da bao, té bao cta
céc sinh vét don bao hoic cac dong té bao duoc nudi cdy. Té bao cia cac sinh vit da
bao nay c6 thé 1a cac té bao duge 14y ra tir co thé sdng hodc c6 thé 1a cac té bao dugc
14y tir tir thi. Vi du v& té bao ciia cac sinh vét da bao nay gom cac té bao duoc tach ra tir
dong vét ¢6 va nhu ngudi. Cac vi du cu thé gdm té bao cd, té bao bén trong than tir
cung, t& bao ving miéng, t& bao tuyén v, té bao tuyén giap, té bao trong nudc tidu, té
bao trong nudc dii, té bao thu duge bing phuong phap chai phé quan, té bao trong
dich rira mang bung, va t& bao trong dich thé khoang. Ngoai ra, cc té bao ndy con c6
thé 1a cac té bao chira trong md duge tach ra tir dong vét c6 vi nhu ngudi. Cac mod
duoc tach ra ndy c6 thé 1a cac mé binh thudng hoic cac md ¢6 thuong ton. Vi du vé té
bao chira trong cic md duge tach ra nay gdm cac té bao dugc nudi ciy so cip, cac té
bao ndi mé tinh mach rén trong day rén, va cac t& bao u budu chira trong cic mé u
bu6u dugc tach ra bang cach phau thuat hodc sinh thiét. Cac té bao nay co thé 14 cac

dong vat nguyén sinh nhu Trichomonas hodc nim nhu Candida. Céc té bao nay c6 thé
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la cac té bao dugc tao ra mdt cach nhan tao in vitro nhu céac té bao goc hodc cac té bao
iPS. DPic tinh cta céac t€ bao nay khong bi han ché dac biét va céc té bao nay c6 thé 1a

cac t& bao binh thuong, cac té bao bt ti, céc té bao ung thu hodc céc té bao tuong tu.

Fig. 12 thé hién mot vi du vé ngoai hinh ciia dung dich bao quan té bao theo mot
phuong 4n ciia sang ché nay. Trén hinh nay, 11 biéu thi lo chira dung dich bao quan té
bao. Lo chira dung dich bao quan té bao theo phuong 4n nay c6 thé dugc dung trong
hop va sau d6 duoc cung cdp cho ngudi ding. Hop nay c6 thé co td huéng din di kém
md ta phuong phép st dung dung dich bao quan té bao nay. Ngoai ra, khi dung dich
bao quan t& bao theo mdt phuong 4n ctia sang ché nay duoc cung cap dé luu giir té bao
cb, thi hop nay c6 thé con c¢6 dung cu ldy mau té bao dé tach 14y té bao tir ¢b tir cung

(ching han nhu cai tim béng, ban chai).

2. Phuong phap san xuét dung dich bao quan té bao

Duéi day, phwong phap san xuét dung dich bao quan té bao theo phuong an ctia
sang ché (dudi day dugc goi mét cach don gian 1a “phuong phép san xuit”) s& duge
md ta. Theo mdt phuong 4n cua sang ché nay, phuong phap san xuit dung dich bao
quéan t& bao bao gdm bude tron ruou bac thap co tir 1 t&i 6 nguyén tr cacbon va ion
kim loai héa trj hai trong dung mdi nudc sao cho ndng dd cia ion kim loai héa tri hai
nay ndm trong khoang tir 6mmol/L t6i 82mmol/L. Luu y ring céc ndng do va loai rugu
béc thip c6 tir 1 t6i 6 nguyén tir cacbon va ion kim loai héa tri hai ndy ciing chinh 1a
céc néng do, loai rugu va ion kim loai da dugc dé cap trong doan mo ta dung dich bao

quan té bao néu trén.

Theo phwong 4n clia sang ché nay, tt hon néu hop chét kim loai c6 héa tri hai d&
tan trong dung mdi nude (dudi day dugc goi mot cach don gian 13 “hop chit kim loai”)
duoc dung 1am ion kim loai hoa tri hai nay. Can luu ¥ rang hop chit nay ciing chinh la
hop chét da dugc dé cap trong doan md ta dung dich bdo quan té bao néu trén. Hop
chét kim loai duge dung trong phuong phép theo mot phuong an ctia sang ché nay c6
thé & dang dung dich, hodc ¢ thé & dang rin (chéng han nhu bot hoic tinh thé).

Ruou bic thip duoc ding trong phuong phap theo mot phuong 4n cia sang ché
nay c6 thé 13 ruou tuyét ddi. Theo cach khac, trong chimg muc ma rugu bac thap nay
c6 thé duoc kiém soat dé co duogc néng dd néu trén, rugu nay cod thé 1a ruou ngim

nudc.
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Theo phuong 4n cia sang ché nay, khong c6 giéi han dic biét dbi vé6i viee bd
sung ruou bac thép va hop chit kim loai véi vai trd ion kim loai hoa tri hai vao dung
moi nude. Vi dy, hop chit kim loai ¢6 thé dugc tron vao sau khi tron ruou bac thép va
dung méi nudce, hodc rugu bac thép ¢6 thé duge bd sung sau khi tron hop chét kim loai
va dung mdi nudc. Ngoai ra, rugu bac thép va ion kim loai hoa tri hai c¢6 thé dugc tron
vao dung mdi nuéc hau nhu 1a dong thoi. Cac diéu kién tron khong bi han ché dic biét,
va qué trinh trén c6 thé dugc tién hanh, vi du, & nhiét do thong thudng dudi ap suét

thong thuong (vi du, & 25°C dudi 4p sudt 1 at (100 kPa)).

Theo phuong 4n ctia sang ché nay, tot hon néu do pH ctia hén hop thu duge nhu
da mo ta trén ddy duogc didu chinh dén khoang tir 6 t6i 8, t6t hon néu dén khoang tir 6,4
t6i 7, bang cach sir dung kiém nhu natri hydroxit hodc axit nhu axit clohydric. Theo
mdt phurong an khéc, tot hon néu d6 pH ciia hdn hop nay duogc diéu chinh dén khoang

tir 6 t6i 8, tot hon néu dén khoang tir 6,4 t6i 7.

Theo phuong 4n ciia sang ché nay, ngoai rugu bac thép va ion kim loai hoa tri hai
da néu, con c6 thé bd sung chit phu gia, néu can. Luu y rang chit phu gia nay ciing
chinh 13 chit phu gia da duoc dé cap trong doan md ta dung dich bao quan té bao néu

trén.
3. Phuong phép bao quéan té bao bang cach st dung dung dich bao quan té bao

Phuong phép bao quan té bao (dudi ddy duoc goi mét cach don gian 1 “phuong
phap bao quan”) theo mot phuong 4n clia sang ché s& duge mé ta trong phan dudi day.
Phuong phép bao quan theo phuong 4n nay gdm budc ngdm céc té bao in vitro trong

dung dich bo quan té bao theo mot phurong 4n cia sang ché nay.

Cac té bao duoc st dung trong phuong phap bao quan theo phuong 4n nay ciing

chinh 1a céc t€ bao da dugc mo ta & phan trén.

Theo mét phuong 4n cia sang ché, cac té bao nay duoc ngam in vitro trong mot
luong dit (vi dy, v6i luong bang tir 100 t6i 1000 1an thé tich clia c4c té bao) cla dung
dich bao quan té bao, nhor d6 ¢b dinh cac té bao nay. Sau do, cac té bao nay co thé dugc
Iwu gift trong khoang thoi gian dinh trude. Néu can, sau khi duoc ngam trong dung
dich bao quan, cac té bao nay c6 thé dugc khudy & mirc sao cho tao ra duoc dich huyén
phtt ma khéng 1am ton hai cac té bao nay. Trudce khi duoc ngam trong dung dich bao

quéan té bao, cac té bao nay c6 thé duoc rira bang PBS hoic cic dung dich twong tur.

-11-



34941

Sau khi dugce tach ra tir co thé séng, cac té bao nay bat diu tu phan giai ngay 1ap tuc,
din dén 1am bién dang té bao va cu truc nhén, gy thoai hoa va bién dbi cac thanh
phan cua t& bao nhu axit nucleic va protein. Do 6, s& tot hon néu céc té bao nay dugc
ngam trong dung dich bao quan té bao trong vong mudn nhét 1a 1 phuat sau khi tach. Lo
bao quan khong bi gioi han dac biét mién 12 n6 c¢6 thé dugce bit kin bing nip day, miéng
bit hoac vat dung tuong tu. Vi du vé 1o béo quan nay co thé 1a 1o nho, 6ng nghiém, vi

ong, vi dia, dia va chai.

Tét hon néu nhiét d khi ngam té bao trong dung dich bao quan té bao (nhiét do
khi cho té bao tiép xuc véi dung dich bao quan té bao) 1a bang 35°C hoic thap hon, tdt
hon nita néu biang 32°C hodc thip hon, va con tét hon nira néu bang 30°C hozc thip
hon. Gidi han dudi cia nhiét d khi ngdm té bao trong dung dich bao quan té bao
khong bi gii han dic biét mién 1a buéc phan tich tiép sau d6 khong bi anh huong béi
sw dong bang cua dung dich bao quan té bao nay va cic té bao nay. Vi du, giéi han
dudi cua nhiét dd nay c6 thé 1a 1°C hodc cao hon hoic 2°C hoic cao hon. Phuong phéap
bao quan theo phuong an nay ¢ thé ¢on c6 bude cho té bao tiép xuc véi dung dich bao

quan t€ bao & nhiét do néu trén dé lam cho céc té bao nay dugc co dinh.

Tét hon néu nhiét do luu gift t& bao nay 1a bang 35°C hodc thap hon, tét hon nita
néu bing 32°C hoic thip hon, va con t6t hon nira néu bang 30°C hoic thap hon. Khi
duoc luu giit trong dung dich bao quan té bao theo mot phuwong 4n ctia séng ché nay,
cac axit nucleic cua té bao c¢6 thé duoc duy tri mot cach 6n dinh khong nhing trong
truong hop luu gilt ¢ trang thai duge lam lanh ma con ¢4 trong trudng hop luu gitt &
nhiét 46 phong. Gidi han dudi ctiia nhiét do luu gitt khong bi giéi han dic biét mién 1a
budc phén tich tiép sau d6 khong bi anh huéng boi sw dong bang ctia dung dich bao
quan té bao nay va céac té bao nay. Vi du, gidi han dudi cia nhiét d9 luu giit co6 thé 1a
bang 1°C hoic cao hon hodc 2°C hoic cao hon. Phuong phép bao quan theo phuong
an nay c6 thé con c6 bude luu giit té bao trong dung dich bao quin té bao & nhiét do
néu trén trong khoang thoi gian dinh trude. Can luu ¥ ring nhiét do vao thoi diém té
bao tiép xuc v6i dung dich bao quan té bao va nhiét do hwu gitr t€ bao nay c6 thé 1a
giéng nhau hozc khac nhau.

Dung dich béo quéan té bao nay c6 thé dugc thay thé trong thoi gian huu gitt. Mic
du tAn suét thay thé dung dich bao quan té bao nay khong bi gi6i han dic biét, nhung

dung dich bao quan t& bao nay c6 thé dugc thay thé, vi du, 90 ngay mot 1an.
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4. Phuong phép thu nhan té bao ¢ dinh bang cach st dung dung dich bao quan té bao

Phuong phap thu nhan té bao ¢b dinh theo mot phuong 4n ctia sang ché nay (duéi
day dugc goi mét cach don gian 13 “phuong phéap thu nhan™) s& duge mé ta trong phin
duéi day. Phuong phép thu nhan theo phuong 4n nay gdm ¢6 bude cho cac té bao tiép
xuc in vitro voi dung dich bao quéan t& bao theo mdt phuong 4n ciia sang ché nay dé
1am cho céc té bao nay duoc ¢b dinh. Cin luu ¥ ring cac té bao dugc sir dung trong
phwong phép thu nhan theo phuong 4n nay ciing chinh 14 cac té bao duoc mé ta trong

phuong phap bao quan té bao néu trén.

Theo phuong 4n cia sang ché nay, viéc cho cac té bao tiép xuc véi dung dich bao
quan té bao ¢ thé duogc tién hanh bang cach ngam cic té bao nay trong mot luong da
(vi du, v6i luong bang tir 100 t6i 1000 14n thé tich cia cac té bao) cia dung dich bao
quén té bao. Theo cach khac, viéc cho cac té bao tiép xtic véi dung dich bio quan té
bao ¢6 thé duoc tién hanh bang cach dua cac té bao ndy vao lo chira rdng va bd sung
vao d6 mot lwong da cia dung dich bao quan té bao. Trude khi duge cho tiép xuc véi
dung dich bao quan té bao, cic té bao nay c6 thé duoc rira bang PBS hoic dung dich
twong tu. Cac té bao nay bét dau tu phan giai ngay sau khi dugc tach, din dén lam bién
dang té bao va cu tric nhan va gay thoai hoa va bién ddi cac thanh phan cia té bao
nhur axit nucleic va protein. Do d6, s& tét hon néu cac té bao nay dugc cho tiép xuc véi
dung dich bao quan té bao trong vong mudn nhét 1a 1 phut sau khi tch. Lo chira ding
trong bude tiép xtic nay khong bi gidi han dic biét va c6 thé gdm lo nho, dng nghiém,
Vi 6ng, vi dia, dia va chai. Néu can, lo chua nay co thé duoc bit kin béng nép day,

miéng bit hodc vat dung tuong tu.

Trong phuong phép thu nhén theo phuwong 4n nay, cac té bao tiép xic véi dung
dich bao quan té bao s& dugc ¢ dinh nhd tac dung ctia rrgu bac thap chira trong dung
dich bao quan té bao nay (loai nudc va dong tu protein). Theo phuong an ciia sang ché
nay, thoi gian tiép xtic ciia cac té bao voi dung dich bao quan té bao khong bi gi6i han
dac biét mién 1a cac t€ bao nay duoc c¢b dinh mét cach day du. Cac didu kién nhiét do
vao thoi diém tiép xuc ciling chinh 1 cac diéu kién da dugc mo ta trong phuong phép

bao quan theo phuong 4n nay.

Theo phuong an ctia sang ché nay, cac té bao co dinh thu dugce c6 the duge su

dung ngay hodc sau khi dugc rira bang PBS hoic dung dich twong tu, 1am cac mau dé
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tién hanh phan tich mong muén. Theo cach khéc, cic té bao va dung dich bao quan té
bao nay ¢6 thé duoc luu giit ¢ trang thai tiép xtic véi nhau trude khi dua di phén tich.
Céc diéu kién luu giit t& bao nay ciing chinh 1a cac didu kién da dugc mo ta trong

phuong phap bao quan néu trén.

5. Phuong phép phan tich té bao bang cach sir dung dung dich bao quan té bao

Phuong phap phén tich t& bao (dudi diy duge goi méot cach don gian 1a “phuong
phép phén tich”) theo mdt phuong 4n clia sang ché s& duoc mé ta trong phan duéi day.
Trong phuong phéap phan tich theo phuong 4n nay, cac té bao trude tién duoc cho tiép
xuc in vitro v6i dung dich bao quan té bao theo mot phuong an ciia sang ché dé ¢b dinh
céc té bao nay. Cac té bao nay, dung dich bao quan té bao nay, va phuong phép cb dinh
cac té bao nay ciing chinh 13 cac té bao, dung dich va phuong phap da duoc mé ta &

phan trén.

Sau dé, cac té bao ¢b dinh thu duoc duge mang di phan tich dé x4c dinh cac axit
nucleic trong d6. Theo phuong an ciia sang ché nay, tot hon néu thu duge thong tin vé
luong cac axit nucleic trong phan tich axit nucleic. Dang thong tin vé lugng cic axit
nucleic khong bi gigi han dic biét va co thé dugc xac dinh mot cach thich hop theo
phuong phap thu nhén thong tin nay. Thong tin v& lugng axit nucleic ny c6 thé 1a
thong tin dang sb (vi du, tri sb do duogc), co thé 1a biéu dd (vi du, dd thi thu duoc trén
co s¢ thong tin dang sé), hodc co thé 1a thong tin dang anh (vi dy, hinh vét nhudm, anh
chup két qua dién di gel).

Céc axit nucleic trong céc té bao da dugc cd dinh co thé 1a céc axit nucleic ¢6 mat
tir dau trong cac té bao nay hoic 13 céc axit nucleic duge dua vio tir bén ngoai bing
cach nhép gen, 1am nhiém virut hodc cic cach twong tu. Loai axit nucleic c6 thé 1a
ADN hoic ARN. Theo phuong 4n ciia sang ché nay, axit nucleic trong cac té bao da
duoc ¢b dinh c6 thé 12 cDNA hoic cRNA duge téng hop tlr c4c axit nucleic dugc tach
tir cac té bao ¢b dinh nay.

Theo phuong 4n ciia sang ché nay, phuong phap phan tich axit nucleic trong cac
té bao da dugc cb dinh c6 thé dugc chon tir cac phuong phép da biét trong linh vuc k¥
thuét nay. Vi du vé cac phuong phap nay gdm quan sat dudi kinh hién vi, tric luu té
bao, thir nghiém khuéch dai axit nucleic (vi dy, thr nghiém PCR, thir nghiém RT-PCR,
thir nghiém PCR thoi gian thuc), thir nghi€ém lai héa (vi duy, thtr nghi€ém lai hoa
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Southern, thir nghiém lai héa Northern), phuong phap vi dan (microarray), va phuong
phap bit gitt thé lai (HC) (xem Clavel C. et al., J. Clin. Pathol, vol. 51, p. 737-740
(1998)) (Clavel C. et al., J. Clin. Pathol, vol. 51, p. 737-740 (1998)).

Theo phuong 4n cuia sang ché nay, t6t hon néu miu do duoc didu ché tir cac té
bao c¢b dinh nay va sau d6 miu nay dugc phan tich. Mau do nay c6 thé duoc didu ché
bing cach pha v cac té bao da dugc cb dinh hodc khong cin pha v cac té bao da dugc
cb dinh. Phuong phap diéu ché bang cach pha v cac té bao di dugc cb dinh c6 thé 1a,
vi du, phuong phép tach axit nucleic tir cac té bao da duoc c¢b dinh. Phuong phap didu
ché khong cin pha v cac té bao da duge ¢b dinh c6 thé 13, vi du, phwong phap nhuém

axit nucleic & trang thai khi hinh dang ctia cac té bao nay duoc duy tri.

Phwrong phép tach axit nucleic tu té bao 1 da biét trong linh vurc k§ thuat nay.
Khi tach ADN, vi du, céc té bao c¢b dinh duoc tron voi dich dung giai t& bao chira chat
hoat dong bé mat (ching han nhu natri cholat, natri dodexyl sulfat). Khi tich ARN, vi
du, céc té bao ¢b dinh duge tron voi dich dung giai té bao chira guanidin thioxyanat va
chit hoat dong bé mit. Sau d6, hdn hop thu duge duge xir Iy bing phuong phap vat ly
(vi du khudy, ddng nhit hoa, phan manh bing siéu 4m) dé cac axit nucleic chira trong
mAu sinh hoc duge giai phong vao hdn hgp, nho d6 tich dugc céc axit nucleic. Trong
truomg hop nay, tot hon néu hdn hop thu dugce duge ly tim dé 1am két ta cac manh vo
tir t& bao va sau d6 dich ndi trén bé mit chira cac axit nucleic tu do dugce diung dé phan
tich. Theo cach khac, dich ndi thu dugc trén bé mit c6 thé duoc tinh ché b%mg phuong
phép bit ky da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Viéc chiét va tinh ché cac axit nucleic
nay tir t& bao ciing ¢6 thé dugc tién hanh bing cach sir dung bo kit c6 ban trén thi

truong.

Phuong phép nhudm cic axit nucleic ma van duy tri dugc hinh dang ctia té bao
cling da dugc biét dén trong linh vuc k§ thuit nay. Vi du, céc té bao ¢ dinh trude tién
duogc cho tiép xuc v6i dung dich xtr Iy chira chét hoat dong bé mat (vi dy, Nonidet
(nhan hiéu di duogc dang ky) P-40), Triton (nhan hi¢u da dugce dang ky) X-100), dé tao
ra mirc d0 tén thuong nhét dinh trén mang té bao sao cho thudc nhudm axit nucleic c6
thé lot qua do. Tiép theo, cac té bao cb dinh thu dugc sau khi xi ly nhu vay dugc cho
tiép xuc véi dung dich chira thudc nhudm sao cho céac axit nucleic co thé dugc nhudm

mau trong khi hinh dang cta céc té bao c¢b dinh nay van dugc duy tri.
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Thudc nhudm dé nhudm axit nucleic cd thé duoc chon mét cach thich hop tr cac
thudc nhudm axit nucleic da biét phit hop v6i phurong phép phan tich axit nucleic dugc
dung. Vi du, khi kinh hién vi quang hoc dugc st dung dé thu thap thong tin, thi vi du
v& thubc nhudm axit nucleic ndy gdm cé hematoxylin, pyronin Y (pyronin G), va
metyl xanh 14 cAy. Ngoai ra, khi kinh hién vi huynh quang, luu bao ké hoic c4c thiét bi
tuong tu dugce st dung dé thu thap thong tin, thi s& tdt hon néu st dung thuéc nhudm
phat huynh quang c6 kha ndng nhudm axit nucleic nhu cac thudc nhudém axit nucleic.
Vi du v& thuéc nhudém phéat huynh quang niy bao gbém propidium iodua, ethidi
bromua, heterodime ethidi-acridin, ethidi diazido, ethidi homodime-1, ethidi
homodime-2, ethidi monoazit, Hoechst33342, Hoechst33258,
4’ 6-diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorua (DAPI), trimetylen bis[[3-[[4-[[(3-
metylbenzothiazol-3-ium)-2-yl|metylen]-1,4-dihydroquinolin]-1-yl] propyl]dimetyl
aminium]-tetraiodua (TOTO-1), 4-[(3-metylbenzothiazol-2(3H)-yliden)metyl]-
-1-[3-(trimetylaminio)propyl]quinolinium diiodua (TO-PRO-1), N,N,N’,N’-tetra-m-
etyl-N,N’-bis[3-[4-[3-[(3-metylbenzothiazol-3-ium)-2-yl]-2-propenyliden]-1,4-
-dihydroquinolin-1-yl]propyl]-1,3-propan  diaminium-tetraiodua (TOTO-3), va
2-[3-[[1-[3-(trimetylaminio)propyl]-1,4-dihydroquinolin]-4-yliden]-1-propenyl]-3-m
etylbenzothiazol-3-ium-diiodua (TO-PRO-3).

MAu do chtra cac axit nucleic chiét tir t& bao cb dinh 14 thich hop dé dung trong
phuong phap phan tich nham phat hién axit nucleic dinh truéc trong cac té bao da
dwoc ¢b dinh (vi du, phuong phép khuéch dai axit nucleic, phuong phép lai hoa,
phuong phap vi dan, phuong phap HC). Mau do chira cac té bao cb dinh, trong do6 cac
axit nucleic dugc nhudm déng_ thoi hinh dang cda cac té bao ¢b dinh dugc duy tri, 1a
thich hop dé ding trong phuong phap phén tich nhim thu thap thong tin vé céc axit
nucleic trong cac té bao tuong ung (vi du, quan sat dudi kinh hién vi, tric luu té bao).
Theo phuong an ciia sang ché nay, mau do thich hop dugc didu ché tir cac té bao ¢

dinh phu hop véi muc dinh phén tich va phép phan tich c6 thé duoc tién hanh.

Khi céc axit nucleic trong té bao da duoc ¢b dinh dugc phan tich bing tric luu té
béo, thi t6t hon néu budc nhudm céc axit nucleic trong céc té bao da duge cb dinh
dugce tién hanh gitta bude cb dinh cac té bao nay va bude thu thap théng tin. Cach
nhudm céc axit nucleic trong céc té bao ¢ dinh da dugec mé ta trén ddy. Céc axit

nucleic trong céc té bao da dugc nhudm va c¢b dinh duge phan tich mdt cach thich hop
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béng cach st dung kinh hién vi, tric luu té bao hodc cac thiét bi tuong tu. Muc do
nhudm céc té bao nay bang thudc nhudm axit nucleic phy thude chi yéu vao luong cac
axit nucleic ndi bao. Can luu y rang ciu triic ciia chit nhiém sic ciing ¢6 lién quan dén
muc d6 nhudém (kha ning dé dugc nhudm) va mirc dd nhudém duge coi 1a phu thude
nhét vao luong céc axit nucleic. Do d6, muc do nhudm ciia céc té bao duoc do bang
kinh hién vi, tric Iiru t bao hoic cac thiét bi twong tu sao cho c6 thé thu duoc thong tin
vé luong céc axit nucleic. Pac biét, khi st dung tric luu t& bao, cac té bao da duoc
nhudém va ¢ dinh duge dua vao trong luu bao ké va céc tin hiéu huynh quang tir cac té
bao nay duoc thu lai. Trén co s& cac tin hiéu huynh quang nay, c6 thé thu dugc thong

tin v€ luong céc axit nucleic.

Theo phuong 4n cta sang ché nay, trong phuong phap phén tich trén co so tric
luu té bao, c6 thé st dung, vi du, thiét bi phan tich t& bao hodc phuong phap phan tich
té bao duoc md ta trong, vi du, cong bd don yéu ciu cip patent M§ sb 2009/0091746
(Cong bd don yéu ciu cp patent M§ s6 2009/0091746 nay duogc két hop vio ban mé
ta nay bang cach vién dan). Pac biét, nhiéu loai té bao, bao gbm ca “té bao dich can
do” trong cdng bb don yéu cau cip patent M§ sb 2009/0091746, c6 thé duge cb dinh
trong dung dich bao quan té bao theo mdt phwong 4n ctia sang ché nay va cac té bao da
duoc ¢b dinh nay c6 thé duge phan tich bang thiét bi phan tich t& bao hodc bing
phuong phép phan tich té bao déa néu.

Trong phuwong phap do bang luu bao ké, miu do chira cac té bao da duge nhudém
va ¢b dinh dugc dua vao budng miu (flow cell) ctia luu bao ké va cac té bao nay trong
dong chay qua budng méiu nay duge chiéu sang bang 4nh sang, nhd d6 thu dugc thong
tin quang hoc phat ra tir cc té bao tuong tmg (théng tin vé huynh quang phat xa va

thong tin vé 4nh sang tan xa).

Theo phuong an cia sang ché nay, thong tin vé& huynh quang phat xa thu dugc 1a
théng tin (vi du nhu dang séng, cudng do phat xa huynh quang) thu duge bang cach
chiéu anh sang kich thich c¢6 budc séng thich hop vao cac té biao twong tng da duge
nhudm bang thubc nhudém phat huynh quang va do mirc phéat xa huynh quang kich
thich. Huynh quang nay dugc phét ra tir cic axit nucleic trong cac té bao di duoc
nhudm bing thudc nhudm phat huynh quang. Do d6, thong tin v& huynh quang phét xa

nay phan 4nh luong axit nucleic trong céc té bao da duoc ¢d dinh. Can Iuu y ring budc
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song cua anh sang nhan dugc co thé duoc chon mot cach thich hop tiy thude vao thube

nhuém phat huynh quang dugc st dung.

Theo phuong 4n cua sang ché nay, thong tin vé& 4nh sang tan xa khong bi giéi han
dic biet mién 12 4nh sang thu duoc 14 4nh sang tin xa c6 thé do dugc bang luu bao ké
c6 ban trén thi truong. Vi du, d6 rong cla xung anh sang tan xa va cuong do ciua anh
sang tan xa nhu anh sdng tan xa thang (vi du khi géc nhan anh séng nam trong khoang
tir 0 t&i 20 d6) va anh sang tan xa bén (khi géc nhén 4nh sang xap xi 90 do) c6 thé duge
sir dung 1am thong tin vé 4nh sang tan xa. Trong linh vuc k¥ thuét nay, da biét ring anh
sang tan xa bén phan anh céc thong tin bén trong nhu nhén hodc hat té bao va 4nh sang

tan xa thing phan anh théng tin vé kich c& té bao.

Theo phuong 4n ctia sang ché nay, ngudn 4nh sang ding trong lwu bio ké khong
bi gi6i han dic biét, va ngudn 4nh sang c6 budc song thich hop dé kich thich thude
nhudm phat huynh quang thudong dugc chon. Vi du, ¢ thé str dung laze ban dan do,
laze ban dan xanh lam, laze argon, laze He-Ne hodc dén hd quang thity ngan. Pic biét,

do laze ban dan c6 gia thanh ré hon nhiéu so véi laze khi, nén n6 duoc uu tién.

Theo phuong 4n cua sang ché nay, tir cac thong tin quang hoc néu trén c6 thé thu
duogc cac théng sb dic trung phan anh lugng ADN chira trong té bao, kich c& ctia nhan,
kich c& ctia t& bao hodc cac théng s twong tur, vi du, bang cach phan tich dang séng tin
hiéu. Céc té bao ung thu va khéng dién hinh c6 thé dugc x4c dinh bang cach st dung

c4c thong sb dic trung niy.

Trong phuong phap phén tich theo phuong 4n ndy, budc phan tich axit nucleic
trong cac té bao c¢b dinh con c6 thé c6 bude phat hién axit nucleic dinh trudc trong céc
té bao da duge cb dinh. Trong trudong hop nay, tbt hon néu stir dung mau chira axit

nucleic dugc tach tir cac té bao c¢d dinh ndy lam mau do.

Theo phuong 4n clia sang ché nay, axit nucleic dinh trudc néu trén khong bi gisi
han dic biét, va axit nucleic tity ¥ cin quan tim c6 thé dugc phat hién. Phuong phép
phat hién khong bi gi6i han dic biét va tt hon néu 1a phuong phap lai héa c6 st dung
polynucleotit c6 kha nang dugc lai hda dac hiéu véi axit nucleic dinh trude (mau do
hozic doan méi), phwong phép vi dan, phuong phap HC, phuong phap khuéch dai axit
nucleic hodc cac phurong phap tuong tu. Polynucleotit duge dung c6 thé 12 ADN hoic
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ARN. Ngoai ra, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay c6 thé thiét

ké duoc polynucleotit twrong tmg véi trinh ti bazo clia axit nucleic dinh trude.

Thuét ngit “co thé duogc lai héa dic hiéu véi” duge dung & diy c6 nghia la
polynucleotit duéi dang mau do hodc doan mdi c6 thé duoc lai héa véi axit nucleic
dinh trude dudi cac didu kién nghiém ngit. O day, cac didu kién nghiém ngit nay 1a
cac didu kién trong d6 polynucleotit c6 thé dugc lai héa v6i axit nucleic dinh trudc véi
kha nang phat hién dugc & miic cao, so voi cac axit nucleic khic voi axit nucleic dinh
trude (vi du, it nhit 13 16n hon hai 1an muc co s6). Cén luu ¥ ring cac diéu kién nghiém
ngit nay thuong phu thudc vao trinh tu va la khic nhau trong cidc moi truong khac
nhau. N6i chung, cac didu kién nghiém ngit nay duoc chon theo cich sao cho diém
nhiét d6 néng chay (Tm) thap hon khoang 5°C so véi diém nhiét 46 nong chay ctia mot
trinh tu ddc trung & ndng dd ion va d6 pH dic trung. Piém Tm 13 nhiét d6 ma tai do
50% polynucleotit bd trg véi trinh tu bazo cua axit nucleic dinh trude duoc lai hoa &
trang thai cin bang (tiy thudc vao ndéng do ion, dd pH cu thé, va thanh phan ciia cac

axit nucleic).

Theo phwong 4n cta sang ché nay, mau do dugce ding c6 thé dugc dénh diu bang
chit danh d4u bat ky da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Vi du vé chit danh déu bao
gém cic chit phéng xa nhu 32P, 33 S, 3H, va 125I; cc chét phat huynh quang nhu
florexein va Alexa Fluor (nhdn hiéu da dugc dang ky); cac enzym nhu phosphataza
kiém va peroxidaza cai ngua; hapten nhu nhém 2,4-dinitrophenyl, biotin, va avidin.
Trong trudng hop phat hién axit nucleic bang phuong phap HC, thi t6t hon néu cac
khang thé lai khang ADN/ARN dugc danh d4u bang cic chit danh du nay. Ngoai ra,
trong truedng hop phat hién axit nucleic bang phuong phap vi dan, thi t6t hon néu céac

axit nucleic trong miu do dugc ddnh dau bang cac chat danh dau néu trén.

Theo phuong 4n cua sang ché ndy, cac axit nucleic ¢6 thé dugc phat hién nhu
sau. Trong phuong phap lai hoa, bang cach phét hién tin hiéu tir mau do da dugce danh
dAu va duogc lai hoa dic hidu véi axit nucleic dinh truée, c6 thé phat hién dugc axit
nucleic dinh trudce nay. Trong phuong phép vi dan, khi axit nucleic da dugc danh dau
va lai hoa dic hiéu véi mau do duoc dua 1én vi dan, bang cach phét hién tin hidu tir axit
nucleic d3 dugc danh dau nay, c6 thé phat hién dugc axit nucleic dinh trude. Cén luu y
rang thuat ngit “phat hién tin hiéu” dugc ding & ddy bao gbm ca viéc phat hién dinh

tinh sy c¢6 mat hoac khong c6 mit cia tin hi€u, dinh lugng cuong do tin hi€u, va phat
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hién ban dinh tinh cuong do tin hiéu nay & nhiéu muc do, nhu “khong c6 tin hi¢u”, “tin
hiéu yéu” hodc “tin hi€u manh”.

Trong phuong phap khuéch dai axit nucleic, dung dich phan mg thu duoc sau
khi khuéch dai bang cach sir dung doan mdi bd trg véi trinh ty bazo cta axit nucleic
dinh trudc dugce dua vao dién di gel, va tir d6 xac nhan dugc sy ¢6 mat hodc khong co
mat cua san phém da dugc khuéceh dai. Khi ¢6 mit san phém da duoc khuéch dai, c6
thé phat hién dugc axit nucleic dinh trudc. Theo cach khéc, trong thir nghiém PCR thoi
gian thuc ¢6 sir dung chét phat huynh quang cai xen vao ADN (vi du nhu SYBR (nhén
hiéu da dugc dang ky) Xanh 14 cay I) hoic miu do TagMan (nhén hiéu), bing cach
phat hién tin hiéu tir chat phat huynh quang hoic mau do nay trong dung dich phéan tng

sau khi hodc trong khi khuéch dai, ¢6 thé phat hién dugc axit nucleic dinh trude.

Trong phuong phap HC, thé lai ctia axit nucleic dinh truéc (ADN) va miu do
ARN da duoc lai hoa dic hidu véi axit nucleic dugce biy bang khang thé trén pha rin
va khang thé da dugc danh diu va tin hiéu tir khang thé da duge danh du nay dugc

phat hién, nh¢ d6 c6 thé phat hién duoc axit nucleic dinh trudec.

Theo phuong 4n ctia sang ché nay, cac té bao tach ra tir ¢b tir cung duoc ¢b dinh
trong dung dich bao quan té bao theo sang ché nay. Axit nucleic dinh trudc, tirc axit
nucleic ¢6 ngudn gdc tir virut u nhi & ngudi (HPV), ¢6 thé duge phat hién trong céc té
bao nay. Su nhim HPV lam cho ADN ctia HPV dugc két hop vao ADN trong bd gen
ctia té bao chil. Do d6, khi phat hién duogc axit nucleic c6 ngudn gbe tir HPV trong céc
té bao duge tach ra tir ¢d tir cung cua dbi twong, ¢6 thé xac dinh dugc rang dbi tuong

nay bi nhiém HPV.

HPV duoc phan loai ra thanh hon 100 kiéu phu. Theo phwong 4n clia sang ché
nay, HPV can phat hién khong bi gidi han dic biét va co thé 1a tuy y duge chon tir céc
kiéu phu da biét. Vi du, c¢6 thé phat hién dugc axit nucleic c6 ngudn gde tir HPV kiéu
nguy co cao which dugc cho 14 c¢6 nhiéu kha nang gy ung thu ¢b. Vi du vé HPV kiéu
nguy co cao nay gém c6 HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-S 5, HPV-39,
HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-68, HPV-73, va
HPV-82.

Phuong phép phat hién axit nucleic ¢6 ngudn gde tir HPV ¢6 thé dugc chon mot

cach thich hop tir cac phuong phap phat hién da biét. Vi du, axit nucleic ¢6 ngudn gbc

-20-



34941

tir HPV c¢6 thé dugc phat hién bang phuong phap khuéch dai axit nucleic c6 sir dung
doan mdi c6 kha nang khuéch dai ADN trong bd gen ctia HPV can phat hién. Ngoai ra,
axit nucleic c¢6 ngudn goc tir HPV ¢6 thé duoc phat hién bang phuong phap lai hoa
hoic phuong phap HC c6 sir dung mau do c6 kha niang lai héa dac hiéu v61 ADN trong
bd gen ctia HPV. Can luu y ring ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay c6 thé thiét ké duge doan mdi va mau do tuong tng véi trinh tur bazo cia ADN
trong bd gen ciia HPV. Dé phat hién axit nucleic ¢6 ngudn gbc tir HPV, ¢6 thé st dung

bd kit phat hién HPV c6 ban trén thi trudong.

Céc té bao dugc ¢b dinh trong dung dich bao quan té bao theo mdt phuong an clia
sang ché nay c6 thé dugc phén tich khong nhiing bing phuong phép phén tich axit
nucleic ma con bing phwong phap phan tich kich ¢& va hinh dang cta té bio, nhin
hoic cac thong sb twong tur. Khi phén tich kich ¢ va hinh dang cta té bao, nhan hoic

cac thong sb tuong tu, vi dy, luu bao ké va kinh hién vi c6 thé dugc st dung.

Khi sir dung luu bao ké, théng tin vé 4nh sang tan xa va thong tin vé huynh quang
phat xa thu dugc bang cach cho cac t€ bao c¢6 nhan duoc nhudm chat phat huynh quang
di qua budng mAu va chiéu xa céc t& bao niy bang anh sang. Trén co s thong tin thu
duoc, c6 thé phét hién cac té bao khong binh thuong. Luu bao ké duoc dung, vi du, ¢
thé 1a thiét bi dugc mé ta trong céng bd don yéu ciu cip patent My s6 2015/0104786.
Ngoai ra, c6 thé st dung thiét bi phan tich té bao tréc vay LC-1000 (Sysmex

Corporation) c6 ban trén thi truong.

Ngoai ra, luu bao ké c6 chuc nang ghi hinh cé thé dugc sir dung. Céc té bao
twong tmg chay qua budng mau duoc ghi hinh va ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé bénh
hoc hogic nhitng ngudi 6 hiéu biét trung binh khac c6 thé quan sat cac té bao da duoc

ghi hinh, nh& d6 cho phép phat hién cac té bao khong binh thudng.

Khi st dung kinh hién vi, vi du, céc té bao dugc phén tich theo cach sao cho céac
té bao da dugc ¢b dinh trong dung dich bao quan té bao theo mdt phuwong 4n ciia sing
ché nay dugc nhudm, céc té bao thu dugc dugc dua 16n kinh vat, va sau d6 duoc quan
st bang kinh hién vi. Dudi kinh hién vi, nhirng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé bénh
hoc hodc nhimg ngudi c6 hiéu biét trung binh khac c6 thé quan sat cac t& bao nay.
Hinh vét nhudm duge chup anh bang kinh hién vi ¢6 chirc ning ghi hinh va nhing

ngudi c6 hiéu biét trung binh vé bénh hoc hogc nhitng ngudi cé hiéu biét trung binh
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khéc ¢o6 thé quan sat anh chup nay. Viéc dua cac té bao nay lén kinh véat c6 thé duoc
tién hanh mot cach thu céng bdi ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé bénh hoc hoic nhiing
ngudi ¢ hidu biét trung binh khac, hoic c6 thé 1a duoc tién hanh tu dong bang cach sir
dung thiét bi chudn bi mAu. Thiét bi chudn bi miu nay c6 thé 14 thiét bi dugc md ta
trong patent My s 5240606. Ngoai ra, c6 thé sir dung thiét bj chun bi mau c6 ban trén
thi truong nhu bo xir Iy ThinPrep (nhan hi¢u da dugce dang ky).

Tiép theo, sang ché mb ta viéc sir dung dung dich bao quén té bao theo sang ché
nay dé luu giir t& bao. Ngoai ra, sang ché ciing md ta viéc st dung dung dich bao quan
té bac nay dé thu nhan céc té bao cb dinh. Tiép nira, sang ché ciing md ta viéc st dung
dung dich bado quan té bao nay dé phan tich t€ bao. Cac té bao can duoc cb dinh, lru
gifr hoiic phan tich ciing chinh 1a cac té bao da dugc md ta & phéan trén. Thanh phan cua
dung dich bao quan té bao duge st dung cling chinh 14 thanh phén di duoc mé ta &

phan trén.

Dudi déy, sang ché s€ dugc mo ta chi tiét dua trén cac vi du, tuy nhi€n sang ché

khong bi gidi han chi & cac vi du nay.
Vi du thue hién sang ché

Vidul

Céc té bao duoc luu gift trong dung dich bao quéan té bao theo mot phuong 4n clia
sang ché nay va sau d6 do on dinh hru gitr cia ADN trong cic té bao nay duoc khao
sat. D& so sanh, viéc khao sat giéng nhu vay cling duge thuc hién bang cach st dung

dung dich bao quan t& bio c6 ban trén thi trudng.
1. Nguyén vat licu

1-1. Dung dich bao quan té bao

Dung dich bao quéan té bao dugc diéu ché bang cach tron metanol (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) va magie clorua (Kishida Chemical Co., Ltd.) sao cho thu
duoc dung dich véi thanh phin nhu duge thé hién trong Bang 1 duéi diy (sau day
cing duoc goi 12 “dung dich bao quan té bao theo Vi du 17). Trong diéu ché dung dich
bdo quan t& bao ndy, nudéc véi vai trd dung moéi va PIPES (DOJINDO
LABORATORIES) véi vai tro chit dém dugc b sung sao cho thu duogc néng do béng
20 mM. Dung dich NaOH trong nudc dugce st dung dé diéu chinh d6 pH. Dung dich

bao quan té bao nay c6 dd pH bing 6,7. Dung dich bao quan té bao c6 ban trén thi
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truong duge st dung 1a PreservCyt (nhan hi€u da dugce dang ky) (Hologic, Inc.). Méc
du thanh phén cu thé ctia PreservCyt (nhan hiéu di dugc ding ky) khong dugc cong
b, n6 dugc biét 1a dung dich dém chira thanh phan chinh 1a metanol. Theo két qua
phan tich thanh phan bang cach sir dung may do phd phét xa ICP (SII Nanotechnology
Inc.), khong phét hién théy ion kim loai ¢6 hoa tri hai trong PreservCyt (nhén hi¢u da
dugc dang ky).

Béang 1
Dung dich bao quan té bao theo Vi du 1
Metanol 43% thé tich/thé tich
MgCl, 20mmol/L

1-2. Té bao

Céc té bao duogc dung dé luu gift trong dung dich bao quan té bao theo sang ché
nay 1a cac dong té bao ung thu c6 nguoi HeLa (dwgc mua tir Béo tang gidng chuin Hoa
K3y (ATCC - American Type Culture Collection)). Céc té bao HeLa dugc nudi cdy
trong moi truong Eagle dugc Dulbecco cai bién (DMEM: Sigma-Aldrich Co. LLC.)
chtra 10% huyét thanh thai bo (FBS: HyClone Laboratories, Inc.) & nhiét do 37°C
trong moi trudong khi chira 5% CO,.

2. Khao sat d6 6n dinh luu gitt ADN

2-1. Luu gitt té bao

Céc té bao HeLa trong mdi truong nudi cdy duoc thu gom bang phuong phap
thong thudng va dugc tinh toan. Céc té bao HeLa (1 x 10°® t& bao) nay dugc dua vao
12mL dung dich bao quén té bao theo Vi du 1 hodc 12mL dung dich bdo quan té bao
¢6 ban trén thi trudong chira trong cac 6ng nhua thé tich 15mL (Labcon), va ngdm céc té
bao nay trong dung dich bao quéan té bao nay. Céc té bao nay dugc luu giir trong diéu
kién nhiét do béng 1°C hodc 31°C trong 2 tudn, 1 thang, hodc 2 thang. Cén luu y réng,
trén thuc té 1am sang, cac té bao néi chung thudng dugc luu gift trong ti lanh (& nhiét
d6 khoang 4°C). Nhiét dd bang “1°C” (ttc la didu kién nhiét do trong vi du nay) 1a
thap hon nhiét do trong ti lanh. Trong vi du nay, thit nghiém ciing dugc tién hanh &
nhiét d6 cao hon nhiét do trong phong (31°C) dé x4c dinh kha nang s dung dung dich

bao quan t& bao nay & nhiét d trong phong trén thuc té 1am sang.
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2-2. Tach ADN

MAu chtra cac té bao HeLa va chét bao quan dung dich duge quay ly tdm &
10.000 vong/phut trong 1 phut va dich ndi trén bé mit duoc loai bd. ADN dugc tach tir
cac té bao thu dugc bang cach st dung bd dung cu QIAamp DNA Mini Kit (do
QIAGEN san xuét). Cac thao tac cu thé duge thuc hién theo huéng dan st dung di kém
vé6i bd kit. MAu tham chiéu 1a ADN dugc chiét theo ciing cach nhur duge mo ta trén day
tir cac té bao HeLa d3 dugc ngadm trong dung dich bdo quan té bao theo Vi du 1 hoic
dung dich bao quan té bao c6 ban trén thi trudng trong 3 gidr (sau déy cling dugc goi 1a

“cac té bao ngay sau khi c¢6 dinh”).

2-3. bién di

Mitc d6 hap phu ciia mdi dung dich ADN dugc do bang cach sir dung phd quang
ké (Nanodrop2000, do Thermo Fisher Scientific san xuét) va thu duge cac néng do
ADN. Chuén bi cac miu dé dién di trén gel agaroza tir cic dung dich ADN ndy sao cho
lwgng ADN chita trong mdi mau nay bang 500 ng/lan. C4c mau thu dugc duge dua

vao dién di trén gel agaroza 0,5%.

3. Két qua

Fig. 1 thé hién cac két qua ctia phép dién di. Nhu dugc thé hién trén Fig. 1, khi st
dung dung dich bao quan té bao c6 ban trén thi trrong, do dai cda trinh tu nucleotit
trong ADN thu duoc tir cAc t& bao sau khi luu gitt mot thoi gian 1a ngén hon so vé&i dd
dai cta trinh tu trong ADN thu dugc tir céc té bao nay ngay sau khi c6 dinh. Diéu do6
chi ra rang ADN nay d4 bi thodi hoa. Diéu d6 ciing cho thay rang, trong trudng hop six
dung dung dich bao quan t€ bao co6 ban trén thi trudng, ADN da khong dugc bao tri
mot cach thich hop trong thoi gian Iuu gitt. Do do, ¢ thé cho rang trong trudng hop sir
dung dung dich bao quan t€ bao c6 ban trén thi trudmg, khong thé thuc hién dugc viée
phan tich ADN ciia cac té bao luu giit mot cach thich hop. Trong khi d6, khi sir dung
dung dich bao quan té bao theo Vi du 1, do dai cua trinh tu nucleotit trong ADN thu
duoc tir cac té bao dugce luu giit & didu kién nhiét do bét ki trong thoi gian luu giit bét
k¥ 13 hdu nhu bang véi do dai cua trinh ty nucleotit trong ADN thu dugc tir cac té bao
nay ngay sau khi c¢b dinh. Do d6, ¢6 thé cho ring khi str dung dung dich bao quan té
bao theo Vi du 1, c6 thé thuc hién duoc viéc phéan tich ADN mét cach thich hop ngay
va sau khi da luu giir té bao nay trong mdt thoi gian nhét dinh.
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Vidu?2

Do dn dinh luu giit cia ADN trong céc té bao duge khao sét bang cach luu gift
cac t& bao nay trong dung dich bao quan té bao theo Vi du 1 va sau d6 phat hién axit
nucleic dinh trude trong ADN ciia cc té bao nay (axit nucleic c6 ngudn gbc tir HPV).
Dé so sanh, PreservCyt (nhén hiéu da duge dang ky, Hologic, Inc.), tic 1a dung dich
bao quan té bao c6 ban trén thi trudng, dugce st dung dé tién hanh cuing mot khao sat

nhu vay.

1. Khao sat do 6n dinh luu gitt ADN trong dung dich bao quéan té bao c6 ban trén

thi trudong

1-1. Luu gt t bao

Céc té bao ¢b (tam mAu) duogc tach tir ¢d tir cung clia tim dbi twong. Tam miu
nay dugc bd sung tuin tu vao 12mL dung dich PreservCyt (nhan hi¢u da duoc ding
ky) va céac té bao nay dugc ngdm trong dung dich bio quin té bao nay. Cac mau nay
duoc chia thanh ba phin bang nhau dé thu duoc cac phin phan udce tir 1 dén 3. Phan
phén udc 1 dugce dua di phat hién axit nucleic nhu duge md t4 dudi day, ngay sau khi
duoc bd sung vao dung dich bao quan té bao niy (ngay sau khi ¢b dinh). Phan phan
uGe 2 dugce dua di phat hién axit nucleic nhu duge mo ta dudi day sau khi luu giir &
nhiét do 1°C trong 1 thang hodc 2 thang. Phan phén uéc 3 duge dua di phat hién axit
nucleic nhu dugc mé ta dudi day sau khi luu giit & nhiét do 31°C trong 1 thang hodc 2

thang. Ky hiéu ctia timg mau nay va cac diéu kién luu gitr duge thé hién trong Bang 2.

Béang 2
Ky higu Céc diéu kién luu gitr
mau Phén phan u6c 1 Phén phan u6c 2 Phén phan uéc 3
0 ngay (ngay sau khi . 1o , . 1o .
A4015 o6 dinh) & 1°C trong 2 thang & 31°C trong 2 thang
A4016 | Onedy(mgaysaukhi | oo oo ¥ 31°C trong 2 thi
C6 dl Ilh) (0} rong ang (0} I'OIlg ang
A4017 | Onedy(ngaysaukhi | o o thane | 631°C trong 1 thén
¢b dinh) g1 mang &1 mang
A4019 | Onedy(ngaysaukhi | Lo 0 ane | 631°C trong 2 thin
b dinh) g g g g
Adq020 | Omedy(mgaysaukhi | ooon o g ¥ 31°C trong 1 th
¢ dinh) & rong 1 thang | & rong 1 thang
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0 ngay (ngay sau khi . 1o . 10 ;
A4038 ¢6 dinh) 6 1°C trong 2 thang ¢ 31°C trong 2 thang

A4039 | Omeay(meaysaukhi | o on ono o g 531°C trong 2 tha
¢b dinh) & rong 2 thang o rong ang

ag0s0 | Omedy (ngaysankhi | oo g 531°C trong 2 tha
¢ dinh) o rong 2 thang o rong ang

1-2. Phat hién axit nucleic

Trong Vi du 2, axit nucleic ¢6 ngudn gdc tir HPV 1iy nhiém vio céc té bao ¢b
duoc phat hién bang phuong phap bét gitr thé lai (HC). Trong budc xir Iy so bd cia
phuong phap HC, ADN ctia cic té bao nay chira trong timg phan phan udc duge tach
bing cach sir dung b kit chuyén héa mau HC2 Sample Conversion Kit (San pham s
5127-1220, QIAGEN). Céc thao tac cu thé dugc thuc hién theo to huéng dan str dung
di kem vai bo kit. BO kit phat hién HPV-ADN (HPV DNA “QIAGEN” HCII (San
phim s6 618915, QIAGEN)) dugc str dung dé phat hién axit nucleic c6 ngudn gbc tir
HPV trong ADN thu duoc tir timg phan phan uéc néu trén. Céc thao tic cu thé duoc

thuc hién theo t& huéng dan st dung di kém véi bo kit nay.
1-3. Két qua

Cac két qua thu dugc dugc thé hién trén dd thi & Fig. 2A va 2B. Trong céc Fig.
nay, truc tung 1a logarit ctia cudng d6 phat quang héa hoc do duge bang phuong phép
HC (tri s HC2), “0 ngay” trén truc hoanh chi thoi diém khi thoi gian luu giit 12 0 ngay
(ngay sau khi c¢b dinh), va “1 thang/2 thang” chi thoi diém khi thoi gian luu gitt 14 1
thang hodc 2 thang. Nhu dugce thé hién trén Fig. 2A, tri s6 HC2 cua phﬁn phan uéc 2 c6
xu huéng giam so v6i tri sé HC2 ciia phan phan uée 1. Nhu duge thé hién trén Fig. 2B,
tri s6 HC2 cua phin phan wdc 3 bi giam so véi tri s6 HC2 ctia phan phan uéce 1. Céac két
qué ndy cho thiy ring khi céc té bao cd tach tir dbi twrong dugc luu giit trong dung dich
bao quan té bao c6 ban trén thi truong & 1°C hodc 31°C trong 1 thédng hodc trong 2

thang, thi axit nucleic trong céc té bao niy bi thoai hoa.

2. Khao sat d6 6n dinh luu gitt ADN trong dung dich bao quan té bao theo phuong 4n
ctia sang ché nay
2-1. Luu gitr té bao

Céc té bao ¢b (mudi hai mau) duge tach tir ¢d tir cung ciia mudi hai d6i twong

khéac v6i tam d6i twong néu trén. Mudi hai miu nay dugc bo sung twong tng vao
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12mL dung dich bao quan t& bao theo Vi du 1 va tiép d6 cac té bao nay dugc ngidm

trong dung dich bao quan té bao nay. Cac miu nay dugc chia thanh ba phén bang nhau

dé thu dugc cac phan phan ude tir 1 dén 3. Cac té bao duoc thu gom tir phan phan uée

1, ngay sau khi dugc bd sung vao dung dich bao quan té bao (ngay sau khi c¢b dinh) va

céc té bao thu dugc dugce luu gilt 6 -60°C. 2 thang sau, tién hanh phat hién axit nucleic

nhu duge mé ta dudi day trén cac té bao thu duoc tir phan phan wée 1 cling nhur céc té

bao tir cac phin phan uéc 2 va 3. Phan phéan udc 2 dugce dua di phat hién axit nucleic

nhu dugc mo ta dudi day sau khi luu gitt & nhiét d6 1°C trong 2 thang. Phan phén udce

3 dugce dua di phat hién axit nucleic nhu dugc md ta dudi day sau khi Iuu giit & nhiét

d6 31°C trong 2 thang. Ky hiéu ctia ting mAu niy va céc didu kién luu gitr duge thé

hién trong Bang 3.
Bang 3
Ky hidu Céc diéu kién luu giit

mau Phén phén udc 1 Phan phén udc 2 Phan phén udc 3
0 ngay (ngay sau khi 1o . - ~10 .

A4339 c6 dinh) ¢ 1°C trong 2 thang 0 31°C trong 2 thang
Ad 0 ngay (ngay sau khi . 1o , 2 210 ,

- A4340 o6 dinh) & 1°C trong 2 thang & 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 1o , .~ 10 ,

A4343 ¢6 dinh) o 1°C trong 2 thang & 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 1o . r ~10 .

A4351 c6 dinh) & 1°C trong 2 thang & 31°C trong 2 thang
. 0 ngay (ngay sau khi . 1o . x 210 .

A4352 ¢ dinh) & 1°C trong 2 thang ¢ 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 1o . 2 ~10f .

A4365 o6 dinh) & 1°C trong 2 thang ¢ 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 10 , . 1o .

A4366 o6 dinh) 6 1°C trong 2 thang ¢ 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 1o . .m0 .

H-0072 ¢6 dinh) & 1°C trong 2 thang & 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 1o , .~ 10 ,

H-0073 ¢b dinh) ¢ 1°C trong 2 théng & 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 1o ; r m10 ,

C-0113 ¢6 dinh) & 1°C trong 2 thang 6 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 10 . . 210 .

C-0127 ¢6 dinh) & 1°C trong 2 thang | & 31°C trong 2 thang
0 ngay (ngay sau khi . 1o ; r m10 .

C-0131 o6 dinh) & 1°C trong 2 thang & 31°C trong 2 thang
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2-2. Phat hién axit nucleic

Theo cling cich nhu dd mé ta trén ddy, axit nucleic c6 ngudn gde tir HPV lay
nhidm vao té bao c¢b duoc phat hién bang phuong phép bit giir thé lai (HC). Viée xir 1y
so bo theo phuong phap HC va viéc phat hién axit nucleic bing phuwong phap HC duogc
tién hanh béng cach sir dung tuong mg cac bd kit chuyén héa miu HC2 Sample
Conversion Kit (QIAGEN) va HPV DNA “QIAGEN” HCII (QIAGEN). Cac thao tac

cu thé dugc thuc hién theo huéng dan st dung di kém theo mdi bo kit.

2-3. Két qua

Céc két qua thu duge duogc thé hién trén dd thi ¢ Fig. 3A va 3B. Trong céc Fig.
nay, truc tung 1 cudng dd phat quang hoa hoc do dugc bang phuong phép HC (tri sb
HC?2), “0 ngay” trén truc hoanh chi thoi diém khi thoi gian Iwu giir 14 0 ngay (ngay sau
khi ¢ dinh), va “2 thang” chi thoi diém khi thoi gian luu gitr 14 2 thang. Nhu duoc thé
hién trén Fig. 3A, tri s6 HC2 cta phin phan udc 2 hau nhu 13 twong duong véi tri sb
HC2 cta phﬁn phan uéc 1. Nhu duge thé hién trén F ig. 3B, tri s6 HC2 cua phén phan
udce 3 bi giam so véi tri s6 HC2 ciia phan phan udce 1. Céc két qua nay cho thdy ring
ngay cé khi cic t& bao cb tach tir dbi tugng duogc luu giit trong dung dich bao quan té
bao theo Vi du 1 & 1°C hodc 31°C trong 2 thang, thi axit nucleic trong cic té bao nay

van c6 thé dugc bao tri mot cach thich hop.

Vidu3

Céc té bao luu gitr trong dung dich bao quan té bao theo Vi du 1 dugc khao sat dé
x4c dinh d6 thich hop dé nhudm. P& so sanh, cac té bao luu giit trong dung dich
PreservCyt (nhan hi€u da duogc ding ky, Hologic, Inc.), titc 13 dung dich bao quéan té

bao cb bén trén thi truong, dugce st dung.

1. Nhudm cac té bao luu giit trong dung dich bao quéan té bao c6 ban trén thj truong
Céc té bao tach tir ¢6 tir cung ciia ddi twong dugc tao huyén phi trong 20mL

dung dich PreservCyt (nhin hiéu di dugc ding ky) va dugc dé yén & nhiét do trong

phong trong 2 ngay. Hé théng chuén bi kinh vat ThinPrep2000 (Hologic, Inc.) duoc st

dung dé tao ra kinh vat chira c6 céc té bao tir dich huyén phi té bao bam dinh trén do.

Céc thao tac cu thé dugc thuc hién theo huéng dan st dung thiét bi. Kinh vt thu duoc
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duge nhudm bang thude nhudm Papanicolaou theo cac bude dugce thé hién trong Bang

4 duéi day.
Béang 4
Bude | Bé nhudm Thoi gian
| 70% etanol 2 phut
2 | 50% etanol 2 phut
3 | rira bang nuéc | 2 phut
4 | phaloang 1,5 lan, Gill’s Hematoxylin 4 phut
5 rira bing nudc chay 5 phut
6 0,2% axit clohydric ruou 1 phut
7 rira bang nuée chay 2 phiut
8 70% etanol 2 phut
9 | 95% etanol 2 phit x 4 bé
10 | OG6 (Orange G6) 2 phut
11 | 95% etanol 2 phiit x 4 bé
12 | EA (Eosin) 2 phut
13 | 100% etanol 2 phut x 4 bé
14 | Xylen 5 phut x 4 bé

2. Nhudm céc té bao luu giit trong dung dich bédo quan té bao theo phuong 4n clia sang

r
A

ché

Céc té bao tach tir ¢b tr cung ctia ddi twong duge tao huyén phu trong 20mL
dung dich bdo quan té bao theo Vi du 1 va dugc dé yén & nhiét do trong phong trong 2
ngay. Sau do, dich huyén phu té bao ndy dugc quay ly tdm & 800 g trong 10 phut va
dich ndi trén bé mit dugce loai bo. 200 pL nude da khir ion dugce bd sung vao phfin két
tda sao cho tao ra dugc dich huyén phu. Sau do, tat ca huyén phu thu dugce dugce dua
vio ngin chira (BD Settling Chamber, Becton, Dickinson and Company) 1ap trén kinh
vat (BD SurePath PreCoat Slide, Becton, Dickinson and Company) va dugc dé yén
trong 10 phut. Sau do, cac té bao trén kinh vét nay duge cb dinh bang etanol 95% .
Kinh vat thu dugc dugc nhudm bang thuéc nhudm Papanicolaou theo cac bude dugce

thé hién trong Bang 4 trén.
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3. Két qua

Céc két qua thu dugc duoc thé hién trén Fig. 4. Nhu dugc thé hién trén Fig. 4, khi
cac té bao luu gifr trong dung dich béo quan té bao theo mét phuong 4n ciia sang ché
nay dugc nhudém bang thude nhudém Papanicolaou, da thu duge hinh vét nhuém twong
dwong véi hinh cua céac té bao luu gifr trong dung dich bao quan té bao c6 ban trén thi

truong.
Vidu4

Méi tuong quan gitra ndng do ion magie trong dung dich bao quan té bao va do

6n dinh cia ADN trong cic té bao dugc khao sat bang phuong phép tric luu té bao.
1. Nguyén vat liéu

1-1. Dung dich bao quan té bao

Trong Vi du 4, cac dung dich bao quan té bao dugc diéu ché bang cach tron
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va magie clorua (Kishida Chemical
Co., Ltd.) sao cho thu dugc dung dich véi thanh phan nhu dugc thé hién trong Bang 5
duéi ddy. Trong diéu ché dung dich bao quan té bao nay, nudc duoc st dung lam dung
mdi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) véi vai trd chit dém duoc bd sung sao
cho thu dugc néng dd bang 20 mM. Dung dich NaOH trong nudc duoc st dung dé
diéu chinh d6 pH. M&i dung dich bao quan té bao c6 d6 pH bang 6.6.

Bang 5
Metanol MgCl,
(% thé tich/thé tich) (mmol/L)
Dung dich bao quan té bao 1 43 0
Dung dich bao quan té bao 2 43 1,0
Dung dich bao quan té bao 3 - 43 2,0
Dung dich bao quan té bao 4 43 20

1-2. Té bao

Céc té bao luu giir trong dung dich bao quan té bao nay 14 cac dong té bao ung
thu ¢d ngudi HeLa (duoc mua tir ATCC). Cac té bao HeLa ndy duoc nudi cdy theo
cung cach nhu trong Vi du 1.
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1-3. Chét phan ting v Iuu bao ké

Bo hoa chit GC-SEARCH KIT (SYSMEX CORPORATION) duoc sir dung lam
dung dich nhudém hodc chit loai b6 ARN. B héa chit GC-PACK (SYSMEX
CORPORATION) duoc str dung 1am chét pha loang. Thiét bi phén tich té bao tréc vay
LC-1000 (SYSMEX CORPORATION) dugc st dung lam luu bao Kké.

2. Luu gift t& bao va phan tich tric luu té bao (FCM)

Céc té bao HeLa dugc dira vao va tao huyén phi 1an lugt trong cac dung dich bao
quéan té bao tir 1 t6i 4. Thé huyén phu té bao thu duoc duge dé yén & 1°C hoic 31°C
trong 24 gid. Mbi thé huyén phui té bao nay dugc quay ly tdm & 10.000 vong/phit
trong 1 phat va dich ndi trén bé mit duge loai bd. 30 ul dung dich con lai chira céc té
bao nay dugc bd sung ImL of chit pha lodng. Hén hop thu dugc duge quay ly tim &
10.000 vong/phut trong 1 phut va dich ndi trén bé mit dugc loai bo. Dung dich nhudm,
chat loai bd ARN, va chét pha lodng duoc bd sung vao 30 pL dung dich con lai chira
cac té bao nay dé tao ra mau do. Mau do thu dugc dugc dua vao luu bao ké va thu lai
céc tin hiéu quang hoc (tin hiéu phat xa huynh quang va tin hiéu 4nh sdng tan xa
thing). Sau do, 14p cac biéu dd phan bé tan suét (histogram), trong d6 ving phat huynh
quang thu duoc tir mbi té bao nay dugc biéu thi trén truc hoanh va sd lugng cac té bao
duogc biéu thi trén truc tung. Can luu ¥ rang ving phat huynh quang 13 chi diu phan

anh lugng ADN trong céc té bao.

3. Két qua

Fig. 5 thé hién cac biéu do tan sudt viing phat xa huynh quang duge 1ap. Sau day,
céc biéu db tn suit viing phat xa huynh quang nay s& duoc mé ta. Pa biét rang thudong
c6 hai dinh trong c4c biéu db tin suit viing phét xa huynh quang nay. Cu thé, cac dinh
nay gbém dinh duoc tao ra tir quén thé cac té bao ludng boi va dinh dugc tao ra tir quﬁn
thé cac t€ bao phat trién thanh t& bao tr boi. Luong ADN trong céc té bao phat trién
thanh céc té bao tr bdi nay 1a cao hon so véi lugng trong cac t& bao ludng boi. N6i
chung, da biét ring lugng ADN trong céc té bao ludng boi 1a bat bién. Do d6, khi ADN
nay On dinh, thi viing phat huynh quang trong cac té bao ludng boi ciing khong ddi, va
vi vay dinh cua cac té bao ludng boi xuét hién mot cach sic nhon trong céc biéu dd tdn
suét viing phat xa huynh quang. Trong khi d6, viing phat huynh quang 1a chi ddu phan
anh lugng ADN. Do d9, khi su mét 6n dinh cia ADN l'c‘im cho no bi thoai hoa hoac
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phan manh, thi lugng ADN trong cac t& bao ludng boi s& kém bt bién hon, tir 46 gay
ra su thay ddi trong ving phét huynh quang. Do d6, dinh ctia cac té bao ludng boi trén

histogram s& kém nhon hon.

Nhu dugc thé hién trén Fig. 5, cho di céc té bao duoc luu giit trong dung dich bét
ky trong s6 cac dung dich bao quén té bao tir 1 t6i 4 trong diéu kién nhiét d6 bang 1°C,
dang histogram ctia ving phat xa huynh quang van binh thudng. Tuy nhién, khi céc té
bao nay duogc luu giit trong cac dung dich bao quan té bao 1, 2, va 3 ¢6 ndng dd ion
kim loai héa tri hai & muc thip & 31°C, thi dang histogram nay bi pha v&. Trong khi do,
khi st dung dung dich bao quan té bao 4 ¢6 ndng d6 ion kim loai hoa tri hai bang
20mmol/L, thi khéng thiy c6 su pha v hinh dang histogram ngay ca trong diéu kién
nhiét d bang 31°C. Tir d6, c¢6 thé thdy ring khi ndng do6 ion kim loai héa trj hai nay
duge chon mét cach thich hgp, thi ADN dugc duy tri mot cach 4n dinh ngay ca khi
duogc luu giit ¢ nhiét do cao, twong tu vai khi dugc luu gitt & nhiét do thép, va do vay

c6 thé ngan ngura sy pha v histogram.

Vidu5

M&i tuong quan giita ndng d6 ion magie trong dung dich bao quan té bao va do

n dinh cua ADN trong cac té bao duoc khao sat biang phuong phap tric luu té bao.

1. Nguyén vat liéu

Trong Vi du 5, cac dung dich bao quan t& bao dugc diéu ché bang cach tron
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va magie clorua (Kishida Chemical
Co., Ltd.) sao cho thu dugc dung dich v6i thanh phz:in nhu dugc thé hién trong Bang 6
duéi day. Trong diu ché dung dich bao quan té bao nay, nuée dugce sir dung lam dung
mdi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) véi vai trd chit dém duoc bd sung sao
cho thu duoc néng do béng 20 mM. Dung dich NaOH trong nuéc dugce st dung dé
didu chinh d6 pH. M&i dung dich bao quan té bao nay c6 d6 pH bang 6,6. Cac té bao,
chét phan tmg va luu bao ké nay ciing chinh 14 cac té bao, chét phan ng va luu bao ké

dugc st dung trong Vi du 4.
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Metanol MgCl,
(% thé tich/the tich) (mmol/L)

Dung dich bao quan té bao 5 43 0

Dung dich bao quan té bao 6 43 1,0
Dung dich bao quan té bao 7 43 2,0
Dung dich bao quan té bao 8 43 3,0
Dung dich bao quan t& bao 9 43 4,0
Dung dich bao quan té bao 10 43 50
Dung dich bao quan té bao 11 43 6,0
Dung dich bao quan té bao 12 43 8,0
Dung dich bao quan té bao 13 43 10
Dung dich bao quan té bao 14 43 20
Dung dich bao quan té bao 15 43 30
Dung dich bao quan té bao 16 43 40
Dung dich bao quan té bao 17 43 60
Dung dich bao quan té bao 18 43 80
Dung dich bao quan té bao 19 43 82
Dung dich bao quan té bao 20 43 85
Dung dich bao quan té bao 21 43 90
Dung dich bao quan té bao 22 43 92
Dung dich bao quan té bao 23 43 95
Dung dich bao quan té bao 24 43 100
Dung dich bao quan té bao 25 43 120
Dung dich bao quan té bao 26 43 200

2. Luu giit t& bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dua vao va tao huyén phi 1an Iuogt trong céc dung dich bao
quén té bao tir 5 t&i 26. Thé huyén phii té bao thu dugc duge dé yén ¢ 25°C trong 4 gid
hodic & 30°C trong 24 gid. Cac mau do dugc tao ra tir thé huyén phu té bao nay theo
cing cach nhu trong Vi du 4. Timg méu do thu dugce dugc dua vao luu bao ké va thu
lai c4c tin hiéu quang hoc (tin hi€u phat xa huynh quang va tin hiéu &4nh sang tan xa
thing). Sau d6, cac biéu dd tan sudt ving phat xa huynh quang duoc 14p theo cing
cach nhu trong Vi du 4. Chi du vé& d6 6n dinh cta hinh dang histogram dugc tinh todn
nhu sau. Cén luu ¥ ring viée tinh todn nay s& duge md ta bang cach tham chiéu t6i Fig.
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6. Trén co s& histogram ctia cac t& bao da dugc luu giir trong dung dich béo quan té
bao 14 (v6i ndng d6 MgCl, bang 20mmol/L) & 25°C trong 4 gid, ¢6 thé tinh duge
mode ctia ving phat huynh quang trong mién té bao ludng bdi. Tri s mode nay twong
ung véi vi tri dinh nhu duogc chi ra béng d4u miii tén trén Fig. 6. Mién xuét hién té bao
ludng boi duoce xac dinh nhu sau: mode ctia viing phat huynh quang trong mién té bao
ludng bdi co giéi han dudi 1a 75% va mode cua ving phat huynh quang trong mién té
bao ludng boi c6 gidi han trén 1 125%. Trén Fig. 6, mién nay tuong tmg véi mién nim
kep gitta hai duong thang. Hé s bién thién (CV) ctia viing phat xa huynh quang trong
mién xuét hién té bao ludng bodi dugc tinh todn, va hé $6 nay dugc st dung lam chi dau
vé d6 6n dinh cta hinh dang histogram. Hé s6 bién thién (CV) 16n ctia ving phét xa
huynh quang trong mién nay chi ra ring hinh dang histogram trong mién té bao ludng
bdi bi pha vo.

3. Két qua

Cac két qua thu dugc dugce thé hién trén Fig. 7A va 7B. Nhu dugc thé hién trén
Fig. 7A, trong trudng hop luu giit & 25°C trong 4 gid, cho du dung dich nio trong sb
cac dung dich bao quan té bao c6 ndng dd magie clorua nam trong khoang tir 0Ommol/L
t6i 200mmol/L dugc st dung, tri s6 CV trong mién xuit hién t& bao ludong bdi déu
thip. Ngoai ra, kho thiy dugc su thay ddi tri s CV theo ndng dd magie clorua. Trong
khi d6, nhu dugc thé hién trén Fig. 7A va 7B, trong truong hop luu gitt & 30°C trong
24 gid, tri s6 CV trong mién xuat hién té bao ludng bdi da ting dang ké khi sir dung
dung dich bao quan té bao c6 ndng dd magie clorua cao hodc thap. Tir cac két qua nay,
c6 thé thay rang khi cac dung dich bao quan té bao tir 11 t6i 19 duoc st dung, tirc 1a khi
ndng d6 ion kim loai héa tri hai trong dung dich bo quan té bao nay ndm trong khoang
tir 6mmol/L t6i 82mmol/L, thi d4 xut hién hiéu img ngin ngira sy pha v& hinh dang
histogram. Nhu da md ta trén dy, ving phat huynh quang 1a chi du phan anh luong
ADN trong cic té bao. Do d6, khi sy mit én dinh cia ADN 1am cho n6 bi thoai hoa
hodc phan manh, thi lugng ADN trong céc té bao ludng boi s€ kém bét bién hon, tir d6
gdy ra sy thay doi trong ving phat huynh quang. Do d6, hinh dang histogram trong
mién té bao ludng bdi bi pha v&. Do d6, co thé cho réng viéc chon néng dd ion kim loai
héa tri hai trong dung dich bao quan t& bao nim trong khoang tir 6mmol/L t&i

82mmol/L c6 tac dung 6n dinh ADN trong cac té bao.
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Vidu6

MGdi twong quan gifta ndng d6 rugu bac thap ciia dung dich bao quan té bao nay
va do 6n dinh cua ADN trong céc té bao dugc khao sat bang phwong phép tric luu té

bao.
1. Nguyén vét liéu

Trong Vi du 6, cac dung dich bdo quan té bao dugc didu ché béng cach tron
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va magie clorua (Kishida Chemical
Co., Ltd.) sao cho thu dugc dung dich véi thanh phan nhu dugc thé hién trong Bang 7
dudi day. Trong diéu ché dung dich bao quan t& bao nay, nuéc duge st dung lam dung
mbi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) véi vai trd chit dém dugc bd sung sao
cho thu dugc ndng dd bang 20 mM. Dung dich NaOH trong nu6e duge st dung dé
diéu chinh d6 pH. Mbi dung dich bao quén té bao nay c6 do pH bang 6,7. Cac té bao,

chét phan tmg va luu bao ké nay ciing chinh 1a cac té bao, chit phan émg va luu bao ké

duogc st dung trong Vi du 4.
Bang 7
Metanol MgCl,
(% thé tich/thé tich) | (mmol/L)
Dung dich bao quan té bao 27 40 10
Dung dich bao quan té bao 28 40 20
Dung dich bao quan té bao 29 40 40
Dung dich bao quan té bao 30 45 10
Dung dich bao quan té bao 31 45 20
Dung dich bao quan té bao 32 45 40
Dung dich bao quan té bao 33 38 10
Dung dich bao quan té bao 34 38 20
Dung dich bao quan té bao 35 38 40
Dung dich bao quan té bao 36 38 60
Dung dich bao quan té bao 37 48 10
Dung dich bao quan té bao 38 48 20
Dung dich bao quan té bao 39 48 40
Dung dich bao quan té bao 40 48 60
Dung dich bao quan té bao 41 35 20
Dung dich bao quan té bao 42 35 40
Dung dich bao quan té bao 43 43 20
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Dung dich bao quan té bao 44 43 40
Dung dich bao quan té bao 45 50 20
Dung dich bao quan té bao 46 50 40

2. Luu giir té bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dua vao va tao huyén phii 1an luot trong cac dung dich bao
quén té bao tir 27 t&i 46. Thé huyén phu té bao thu duoc duge dé yén & 30°C trong 24
gid. Cac mau do dugc tao ra tlr thé huyén phi té bao nay theo cling cach nhu trong Vi
du 4. Timg mau do thu duoc duge dua vao luu bao ké va thu lai cac tin hiéu quang hoc
(tin hiéu phat xa huynh quang va tin hi€u 4nh sdng tan xa thing). Sau d6, cac biéu do

tan suét viing phat xa huynh quang dugc 1ap theo cung cach nhu trong Vi dy 4.

3.Két qua

Trén Fig. 8A, 8B, va 8C la cac biéu d6 tin suit ving phét xa huynh quang thu
duoc. Nhu dugce thé hién trén Fig. 8A va 8B, khi ndng do ion kim loai hoa tri hai trong
dung dich bao quan t& bao nay nim trong khoang tir 10mmol/L t6i 60mmol/L, thi véi
ndng d6 metanol (MeOH) nim trong khoang tlr 38% thé tich/thé tich t6i 48% thé
tich/thé tich, dang histogram ciia viing phét xa huynh quang van dugc duy tri mét cach
kha quan. Nhu dugce thé hién trén Fig. 8C, khi n@)ng d6 ion kim loai héa tri hai trong
dung dich bao quan té bao niy bing 20mmol/L hogc 40mmol/L, thi cho di nong do
metanol 12 35% thé tich/thé tich hay 50% thé tich/thé tich, dang histogram ciia viing

phét xa huynh quang van duge duy tri mot cach kha quan.
Vidu7

Mbi tuong quan gitta 6 pH ctia dung dich bao quan té bao va do 6n dinh cua
ADN trong céc té bao dwoc khéo sit bang phuong phap trac luu té bao.
1. Nguyén vét lidu

Trong Vi du 7, c4c dung dich bao quan té bao dugc diéu ché bang cach tron
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va magie clorua (Kishida Chemical
Co., Ltd.) sao cho thu dugc dung dich véi thanh phan nhu duge thé hién trong Bang 8

duéi day. Trong didu ché dung dich bao quan té bao nay, nudc dugce st dung lam dung

moi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) véi vai tro chét dém duoc b sung sao
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cho thu duoc néng do béng 20 mM. Dung dich NaOH trong nuéc dugc st dung dé
didu chinh d pH. Mi dung dich bao quéan té bao tir 47 t&i 50 c6 do pH bang 6,4 va
mdi dung dich bao quan t& bao tir 51 t6i 54 ¢6 d6 pH bang 7,0. Céc té bao, chat phan

g va luu bao ké nay ciing chinh 1a céac t€ bao, chat phan g va luu bao ké dugc st

dung trong Vi du 4.
Bang 8
Metanol MgCl,
| (% thé tich/thé tich) | (mmol/L)

Dung dich bao quan té bao 47 43 10
Dung dich bao quan té bao 48 43 20
Dung dich bao quan té bao 49 43 40
Dung dich bao quan té bao 50 43 60
Dung dich bao quan té bao 51 43 10
Dung dich bao quan té bao 52 43 20
Dung dich bao quan té bio 53 43 40
Dung dich bao quan té bao 54 43 60

2. Luu giit té bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dwa vao va tao huyén phii 1an lugt trong céc dung dich béo
quan té bao tir 47 to 54. Thé huyén phi té bao thu dugc duge d€ yén ¢ 30°C trong 24
gid. Cac miu do dugc tao ra tir thé huyén phu té bao niy theo cling cach nhu trong Vi
du 4. Tung méu do thu dugc dugc dua vao luu bao ké va thu lai céc tin hiéu quang hoc
(tin hiéu phat xa huynh quang va tin hi€u 4nh sang tan xa thing). Sau do, cac biéu dd

tan sudt ving phat xa huynh quang dugc 1ap theo cling cach nhu trong Vi du 4.

3. Két qua

Fig. 9 thé hién cac biéu dd tdn suit ving phat xa huynh quang thu duge. Nhu
duogc thé hién trén Fig. 9, khi ndng do ion kim loai hoa tri hai trong dung dich bao quan
té bao nay nam trong khoang tir 10mmol/L t6i 60mmol/L, thi cho du d6 pH 1a 6,4 hay
7,0, dang histogram cta vung phit xa huynh quang van dugc duy tri mot cach kha

quan.
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Vidu 8

Moi twong quan gitta ndng do ion canxi trong dung dich bao quéan té bao va do on
dinh ctia ADN trong cic té bao dugc khao sat bang phuong phap trac luu té bao trong

do ion canxi dugc str dung lam ion kim loai héa tri hai.

1. Nguyén vat licu

Trong Vi du 8, cac dung dich bdo quan té bao dugc diéu ché bang cach trén
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va canxi clorua (Kishida Chemical
Co., Ltd.) sao cho thu dugc dung dich véi thanh phén nhu dugc thé hién trong Bang 9
dudi day. Trong diéu ché dung dich bao quan té bao nay, nudc dugc sir dung 1am dung
moi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) v6i vai tro chét dém dugc bd sung sao
cho thu dugc ndng d6 biang 20 mM. Dung dich NaOH trong nuge duge st dung dé
didu chinh do pH. Mbi dung dich bao quéan té bao nay c6 d6 pH bang 6,7. Céc té bao,

chét phan g va luu bao ké nay ciing chinh 1a cac té bao, chét phan tmg va Iuu bao ké

duoc st dung trong Vi du 4.
Béng 9
Metanol CaCl,
(% thé tich/thé tich) (mmol/L)
Dung dich bao quan té bao 55 43 0
Dung dich bao quan té bao 56 43 1,0
Dung dich bao quan té bao 57 43 20

2. Luu giit t& bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dua vao va tao huyén phu 1an lugt trong cc dung dich bao
quan té bao tir 55 t6i 57. Thé huyén phu té bao thu dugc dugc dé yén & 1°C hoic 31°C
trong 24 gid. Cac mau do duoc tao ra tlr thé huyén phu té bao nay theo cling cach nhu
trong Vi du 4. Tung mau do thu dugc dugc dua vao luu bao ké va thu lai c4c tin hiéu
quang hoc (tin hiéu phat xa huynh quang va tin hi€u 4anh sang tan xa thang). Sau do,
cac biéu dd tan suét ving phat xa huynh quang dugc 1ap theo cung cach nhu trong Vi
du 4.
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3.Két qua

Fig. 10 thé hién cac biéu dd tan sudt ving phat xa huynh quang thu dugc. Nhu
duoc thé hién trén Fig. 10, cho dii cac té bao duge luu giit trong dung dich nao trong s6
céc dung dich bao quéan té bao tir 55 t6i 57 trong diéu kién nhiét do bang 1°C, thi dang
histogram cta ving phat xa huynh quang van binh thudng. Tuy nhién, khi cic té bao
duogc Iuu gift trong cac dung dich bao quan té bao 55 va 56 ¢6 ndng do ion kim loai hoa
tri hai & mirc thip & nhiét d6 31°C, thi dang histogram nay bi pha v&. Trong khi do6, khi
dung dich bao quan té bao 57 c6 ndng dd ion kim loai héa tri hai bang 20mmol/L duoc
str dung, thi khong thdy c6 su pha v hinh dang histogram cho dut & diéu kién nhiét do
31°C. Do d6, c6 thé thiy ring, bing cich chon ndng do ion kim loai héa trj hai mot
cach thich hop, ¢ thé duy tri dugc ADN mot cach 6n dinh ngay ca khi luu gift & nhiét
do cao, twong tu voi khi luu gitt & nhiét do thap, va do vay c6 thé ngin ngira sy pha v

histogram.
Vi du d6i chimg 1

Péi véi cac té bao duoce luu gitt trong dung dich bao quén té bao c6 ban trén thi

truong, d6 6n dinh ctia ADN ciing duge khéo sat bang phuong phép tric luu té bao.

1. Nguyén vat liéu

Trong Vi du dbi ching 1, ché phém PreservCyt (nhan hi¢u da dugc dang ky,
Hologic, Inc.) dugc sit dung lam dung dich bao quan té bao co6 ban trén thi truong. Cac
té bao, chit phan tmg va luu bao ké dugc ding cling chinh 1a cac té bao, chit phan tng

va Iuu bao ké dugce st dung trong Vi du 4.

2. Luu giit té bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dua vao va tao huyén phu trong ché phdm PreservCyt
(nhan hiéu da duge ding ky). Dich huyén phu té bao thu duoc duoc dé yén & nhiét do
trong phong trong 30 phut, & 31°C trong 24 gio, hodc ¢ 31°C trong 7 ngay. Cac mau
do dugc tao ra tir thé huyén phu té bao nay theo cling cach nhu trong Vi du 4. Tung
mAu do thu duge duge dua vao luu bao ké va thu lai cac tin hidu quang hoc (tin hiéu
phéat xa huynh quang va tin hiéu 4nh sang tan xa thdng). Sau do, cac biéu dd tin suét

vung phat xa huynh quang dugc 1ap theo cung cach nhu trong Vi du 4.
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3.Kétqua

Fig. 11 thé hién céc biu dd tan suit vung phét xa huynh quang thu dugc. Nhu
duogc thé hién trén Fig. 11, trong truong hop luu giit & nhiét do trong phong trong 30
phut, hinh dang histogram trong vung phat huynh quang van binh thuong. Tuy nhién,
trong trudmg hop luu gitt & 31°C trong 24 gio hodc 7 ngay, dang histogram nay bi pha
vo. Do d6, c6 thé théy rang dung dich bao quan té bao ¢ ban trén thi truong khac véi
dung dich bao quan té bao theo mdt phwong &n cia séng ché nay va khong thich hop dé

luu giit trong diéu kién nhiét d6 bang 31°C.
Vidu9

MOoi twong quan gitta ndong d6 ion canxi trong dung dich bao quan t€ bao va do on

dinh ctia ADN trong cac té bao dugc khao sat bang phuong phép tric luu té bao.
1. Nguyén vat li¢u
1-1. Dung dich bao quan té bao

Trong Vi du 9, cac dung dich bao quan té bao duoc didu ché béng cach tron
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va canxi clorua (Kishida Chemical
Co., Ltd.) sao cho thu dugc dung dich v&i thanh phan nhu duge thé hién trong Bang 10
dudi day. Trong didu ché dung dich bao quan té bao nay, nudc dugce st dung lam dung
moi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) véi vai tro chét dém dugc bd sung sao
cho thu dugc ndng d6 bang 20 mM. Dung dich NaOH trong nuéc dugce st dung dé
diéu chinh d pH. M&i dung dich bao quan té bao nay c6 do pH bang 6,6. Céc té bao,
chét phan tmg va luu bao ké duge dung cling chinh 1a céc té bao, chét phan g va luu

bao ké duoc sir dung trong Vi du 4.

Bang 10
Metanol CaCl,
(% thé tich/the tich) (mmol/L)

Dung dich bao quan té bao 58 43 0

Dung dich bao quan té bao 59 43 1,0
Dung dich bao quan té bao 60 43 6,0
Dung dich bao quén té bao 61 43 20
Dung dich bao quan té bao 62 43 82
Dung dich bao quan té bao 63 43 100
Dung dich bao quan té bao 64 43 200
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2. Luu gitt té bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dua vao va tao huyén phu 1an lugt trong cac dung dich bao
quan té bao tir 58 t6i 64. Thé huyén phi té bao thu dugc dugc dé yén & 30°C trong 24
gid. Cac mau do dugce tao ra tir thé huyén ph té bao nay theo ciing cich nhu trong Vi
du 4. Timg mau do thu dugce dugce dua vao luu bao ké va thu lai cac tin hiéu quang hoc
(tin hiéu phat xa huynh quang va tin hiéu 4nh sang tan xa thing). Sau do, cac bidu dd

tan suit viing phat xa huynh quang dugc 1ap theo cing cach nhu trong Vi du 4.
3. Két qua

Fig. 13 thé hién cac biéu dd tin suit viing phat xa huynh quang thu duge. Nhu
duoc thé hién trén Fig. 13, khi cac té bao duoc luu gift trong cac dung dich bdo quan té
bao 60, 61, va 62 co cac néng dd ion canxi tuong Ung bﬁng 6, 20, va 82mmol/L, &
nhiét dd 30°C, thi cac dang histogram vin kha quan. Nhu dd md ta trén day, vung phat
huynh quang 13 chi ddu phan dnh lugng ADN trong céc té bao. Do d6, viéc dang
histogram ctia viing phét xa huynh quang van kha quan c6 nghia 1a ADN trong céc té
bao da dugc duy tri mot cach 6n dinh trong thoi gian luu gitt. Do d6, ¢6 thé thiy rang,
bang cach chon ndng do ion canxi thich hop, ADN trong cac té bao c6 thé dugc duy tri

mot cach dn dinh ngay ca khi duoc luu giit trong diéu kién nhiét do bing 30°C.

Vidu 10

Céc té bao duge ¢b dinh va luu giit trong dung dich bdo quan té bao chira ion kim
loai ¢ hoéa tri hai 1a ca ion magie 13n ion canxi. P9 6n dinh ctia ADN trong cac té bao
Iuu gitr duge khao sat bang phuong phép tréc luu t€ bao. Pé so sanh, dung dich bao

quan té bao khong chira ion kim loai ¢6 hoa tri hai cling dugc st dung.
1. Nguyén vit lidu

1-1. Dung dich bao quan té bao

Trong Vi du 10, cac dung dich bao quan té bao dugc didu ché bﬁng cach tron
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), magie clorua (Kishida Chemical Co.,
Ltd.) va canxi clorua (Kishida Chemical Co., Ltd.) sao cho thu duoc dung dich véi
thanh phan nhu dugc thé hién trong Bang 11 duéi day. Trong diéu ché dung dich bao
quin té bao niy, nuéc dugc st dung lam dung méi va PIPES (DOJINDO
LABORATORIES) v6i vai trd chit dém dugc bd sung sao cho thu dugc ndng d6 bang
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20 mM. Dung dich NaOH trong nuéc dugc st dung dé diéu chinh do pH. Mdi dung
dich bao quéan té bao nay c6 do pH bang 6,7. Cac té bao, chat phan tmg va luu bao ké

nay ciing chinh 14 céc té bao, chit phan ing va luu bao ké duoc sir dung trong Vi du 4.

Bang 11
Metanol MgCl, Ca(Cl,
(% thé tich/thé tich) | (mmol/L) (mmol/L)
Dung dich bao quan té bao 65 43 0 0
Dung dich bao quan té bao 66 43 10 10

2. Luu gift t& bao va phéan tich FCM

Céc té bao HeLa duge dwa vao va tao huyén phii 1an Iugt trong c4c dung dich bao
quan t& bao 65 va 66. Thé huyén phil té bao thu dugc duogc dé yén & 30°C trong 24 gid.
Céac miu do dugc tao ra tir thé huyén phi t€ bao nay theo ciing cdch nhu trong Vi du 4.
Tung mau do thu dugc duge dua vao luu bao ké va thu lai céc tin hiéu quang hoc (tin
hiéu phat xa huynh quang va tin hiéu 4nh sang tan xa thdng). Sau do, cac biéu do tin

suit viing phét xa huynh quang dugc 1ap theo cung cach nhu trong Vi du 4.

3. Két qua

Fig. 14 thé hién cac biéu do tan suit ving phat xa huynh quang thu dugc. Nhu
dugc thé hién trén Fig. 14, khi cac té bao duoc luu giit trong dung dich bao quéan té bao
65 khong chira ion kim loai hoa tri hai & 30°C, thi hinh dang histogram bi pha v&.
Trong khi d6, khi sir dung dung dich bdo quan té bao 66 c6 tong ndng do clia cac ion
kim loai héa tri hai bing 20mmol/L, thi hinh dang histogram rit kha quan. Do @6, c6
thé thy ring, bing cach st dung dung dich bao quan té bio chira hai loai ion kim loai
héa tri hai & ndng do thich hop, thi ADN trong cic t& bao c6 thé duge duy tri mot cach
on dinh ngay ca khi dugc lru giit trong didu kién nhiét d6 bang 30°C.

Vidu 11

Céc té bao dugc cb dinh va luu giit trong dung dich bao quéan té bao chtra ruou
béc thép 13 etanol. D6 6n dinh cia ADN trong céc té bao luu gitr dugc khao sat bang

phuong phép tréc luu té bao.
1. Nguyén vét liéu

1-1. Dung dich bao quan té bao
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Trong Vi du 11, céc dung dich bao quan té bao dugc diéu ché bang cach tron
etanol (Wako Pure Chemical Industries, L.td.) va magie clorua (Kishida Chemical Co.,
Ltd.) sao cho thu dugc dung dich v6i thanh phan nhu dugc thé hién trong Bang 12
dudi day. Trong didu ché dung dich bao quéan té bao nay, nude duoc st dung lam dung
mbi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) vdi vai trd chét dém dugc bd sung sao
cho thu dugc ndng d6 bing 20 mM. Dung dich NaOH trong nuéc duge st dung dé
didu chinh d pH. Dung dich bao quan té bao nay c6 d6 pH bing 6,7. Céc té bao, chat
phén tmg va luu bao ké duoc ding ciing chinh 14 cac té bao, chit phan tmg va luu bao

ké duoc sir dung trong Vi du 4.

Bang 12
Metanol MgCl,
| (% thé tich/thé tich) (mmol/L)
Dung dich bao quan té bao 67 30 20

2. Luu gitt t& bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dua vao va tao huyén phu trong dung dich bao quan té bao
67. Dich huyén phi té bao thu duoc dugc dé yén & 30°C trong 7 ngay. Mau do duoc
diu ché tir dich huyén phu té bao nay theo ciing cach nhu trong Vi dy 4. Mau do thu
duge duge dua vao luu bao ké va thu lai céc tin hidu quang hoc (tin hiéu phat xa huynh
quang va tin hi€u 4nh séng tan xa thing). Sau do, biéu db tin suit viing phét xa huynh

quang dugc 1ap theo cung cach nhu trong Vi du 4.

3. Két qua

Fig. 15 thé hién biéu do tin suat ving phat xa huynh quang thu dugc. Nhu dugce
thé hién trén Fig. 15, khi cac té bao duoc Iuu giir trong dung dich bao quan té bao 67
ruou bic thip chua 13 etanol, thi hinh dang histogram rit kha quan. Do d6, c6 thé cho
rang, bang cach sir dung dung dich bio quan t€ bao chura etanol va ion kim loai héa tri
hai & ndng do thich hop, ADN trong céac té bio c6 thé duoc duy tri mot cach én dinh
ngay ca khi dugc luu gift trong didu kién nhiét d6 bang 30°C.

Vi du ddi chung 2

Do 6n dinh cua ADN trong cac té bao luu giit trong dung dich bdo quin té bao

theo mdt phuwong an cua sang ché nay dugc so sanh véi o 6n dinh cia ADN trong cac
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té bao luu giit trong dung dich bao quan té bao da duge md ta trong Vi du 5 cta Tai

liéu sang ché 1 (patent M sb 5,256,571).
1. Nguyén vat licu
1-1. Dung dich bao quan té bao

Dung dich bao quan té bao theo mot phurong 4n clia sang ché nay duoc sir dung 1a
dung dich bao quan té bao theo Vi du 1. Ngoai ra, dung dich bao quén té bao da duge
md ta trong Vi du 5 cta Tai liéu sang ché 1 (sau déy ciing dugc goi 1a “dung dich bao
quan té bao theo Vi du dbi chitng 27) 1a dung dich bao quan té bao durgc didu ché theo
cach sao cho ¢6 dugc thanh phan nhu duge néu dudi day. Céac té bao, chat phan tmg va
luu bao ké duge dung ciing chinh 14 cac té bao, chit phan tng va luu bao ké duogc sir
dung trong Vi du 4.
Dung dich bao quan té bao theo Vi du ddi chimg 2:

1 mM magie axetat hexahydrat

2 mM canxi axetat monohydrat

10 mM kali clorua

0,1% natri clorua

20% metanol
2. Luu giit té bao va phan tich FCM

Céc té bao HeLa dugc dua vao va tao huyén phu 1an lugt trong dung dich bao
quan té bao theo Vi du 1 va dung dich bao quan té bao theo Vi du dbi ching 2. Thé
huyén phu té bao thu dugc duge dé yén ¢ 30°C trong 7 ngy. Cac mau do dugc tao ra
tir thé huyén phu té bao nay theo cling cach nhu trong Vi du 4. Timg mau do thu dugc
dugc dua vao luu bao ké va thu lai cac tin hiéu quang hoc (tin hiéu phat xa huynh
quang va tin hi€u 4nh sang tdn xa thing). Sau d6, cac biéu d6 tan suit ving phat xa

huynh quang dugc 1ap theo cung cach nhu trong Vi du 4.
3. Két qua

Fig. 16 thé hién cac biéu dd tin suit ving phét xa huynh quang thu duge. Nhu
duogc thé hién trén Fig. 16, khi cac té bao duoc hru giit trong dung dich bao quan té bao

theo Vi du 1 & nhiét d 30°C trong 7 ngay, thi hinh dang histogram trong vung phat
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huynh quang van binh thuong. Trong khi d6, khi cic té bao duoc luu giit trong dung
dich bao quan té bao theo Vi du ddi ching 2, thi hinh dang histogram bi phd v&. Do d6,
c6 thé thdy rang dung dich bao quan té bao da dugc mé ta trong Vi du 5 clia patent My
s6 5,256,571 la khac vé6i dung dich bao quan té bao theo mdt phuong an ctia sang ché

nay va khong thich hop dé luu giir trong diéu kién nhiét d¢ bang 30°C.

Vidu 12

Céc t& bao c6 ngudn gde tir md binh thudng duge ¢b dinh va hru giit trong dung
dich bao quan té bao chira ion magie. P6 6n dinh ctia ADN trong céc té bao luu giir

duoc khao sat bing phuong phép tric Iuu té bio.
1. Nguyén vét licu
1-1. Dung dich bao quan té bao

Trong Vi du 12, cac dung dich bao quan té bao duoc diéu ché biang cach tron
metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va magie clorua (Kishida Chemical
Co., Ltd.) sao cho thu dugc dung dich v&i thanh ph'fm nhu dugc thé hién trong Bang 13
dudi day. Trong didu ché dung dich bao quan té bao nay, nude dugc st dung lam dung
mdi va PIPES (DOJINDO LABORATORIES) véi vai trd chit dém dugc bd sung sao
cho thu dugc ndng d6 bang 20 mM. Dung dich NaOH trong nuéc duge sit dung dé
didu chinh d6 pH. Mbi dung dich bao quéan té bao niy c6 do pH bang 6,7.

Bang 13
Metanol MgCl,
(% thé tich/thé tich) | (mmol/L)
Dung dich bao quan té bao 68 43 0
Dung dich bao quan té bao 69 43 6
Dung dich bao quan té bao 70 43 20
Dung dich bao quan té bao 71 43 82

1-2. Cac té bao, cht phan tmg va huu bao ké

Céc té bao c6 ngudn gde tir md binh thudng can duge hru giit trong dung dich
bao quan té bao theo sang ché nay 1a dong té bao ndi mo tinh mach rén ngudi HUVEC
(dugc mua tir ATCC). Céc té bao HUVEC nay dugc nudi cdy theo cling cach nhu nudi
cy céc té bao HeLa ctia Vi du 1. Chéit phan tmg va luu bao ké duoc dung ciing chinh

1a chét phan mg va luu bao ké dugc sir dung trong Vi du 4.
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2. Luu gitr t& bao va phan tich FCM

Céc t& bao HUVEC dugc dua vao va tao huyén phii 1an luot trong cc dung dich
bao quan té bao tir 68 t&i 71. Thé huyén phii té bao thu dugc duge dé yén & 30°C trong
24 gity. Cac mau do duoc tao ra tir thé huyén phtt té bao nay theo cling cach nhur trong
Vidu4. Tung mau do thu duge duge dua vao luu bao ké va thu lai céc tin hiéu quang
hoc (tin hi€u phat xa huynh quang va tin hi€u anh sang tan xa thing). Sau do, cac biéu

db tin sudt ving phét xa huynh quang dugc 1ap theo cung cach nhu trong Vi du 4.
3. Két qua

Fig. 17 thé hién cac biéu d6 tin sudt ving phat xa huynh quang thu duge. Nhur
duogc thé hién trén Fig. 17, khi cac té bao HUVEC duge luu gitt trong dung dich bao
quén té bao 68 khong chira ion magie & nhiét do 30°C, thi hinh dang histogram bi pha
vo. Trong khi d6, khi cac té bao nay duoc Iuu giit trong cac dung dich bédo quén té bao
69, 70, va 71 ¢6 cac ndng do ion magie trong ng bang 6, 20, va 82mmol/L & nhiét d
30°C, thi dang histogram rat kha quan. Do viy, c6 thé thiy ring, bang cch sir dung
dung dich bao quan té bao theo mdt phwong 4n ciia sing ché nay, thi ngay ca khi cac té
bao ¢6 ngudn gde tir md binh thudng duge luu gift trong diéu kién nhiét d6 bang 30°C,

ADN trong céc té bao ndy van c6 thé duoc duy tri mot cach dn dinh.
Danh sach ky hiéu tham chiéu

11: Lo chira dung dich b4do quan té bao
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phap bao quan té bao, trong d6 phuong phap nay bao g6m budc ngam cac té
bao nay in vitro trong dung dich bdo quan té bao, khac biét & chd dung dich bao quan té
bao nay chira ruou bic thip co tir 1 t6i 6 nguyén tir cacbon va ion kim loai héa tri hai
“trong dung moi nudc, trong do ndéng d6 cua ion kim loai héa tri hai nay nim trong

khoang tir 6mmol/L téi 82mmol/L.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ion kim loai héa tri hai 1 ion kim loai cta

nguyén t& thudc Nhém II.

3. Phuong phap theo diém 1 hodc 2, trong d6 ion kim loai héa tri hai 1a it nhat mot ion

dugce chon tir ion magie va ion canxi.

4. Phuong phap theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng d6 clia

ion kim loai hoa tri hai nim trong khoang tir 6mmol/L t&i 80mmol/L.

5. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ndng d6 cia

ion kim loai hoa tri hai nim trong khoang tir 10mmol/L t&i 60mmol/L.

6. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 rugu bac thap

14 it nhat mét rugu duge chon tir metanol va etanol.

7. Phuong phap theo diém bét ky trong s§ cac diém tir 1 dén 6, trong d6 ndng d6 clia
ruou bac thip ndm trong khoang tir 20% tinh theo thé tich t6i 60% tinh theo thé tich.

8. Phuong phap theo diém bit ky trong sd cac diém tir 1 dén 7, trong d6 d6 pH nim
trong khoadng tir 6 t61 8.

9. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 8, trong d6 céc té bao huu
gift trong dung dich bao quan té bio nay 1a céc té bao cd, té bao bén trong than tir cung,
té bao ving miéng, té bao tuyén vu, té bao tuyén giap, té bao trong nudc tiéu, té bao
trong nude dai, té bao thu dugc bang phuong phép chai phé quan, té bao trong dich rira
mang bung, hodc té bao trong dich thé khoang, 13 céc té bao duge tach ra tir co thé

song, hodc 1a céc te bao chira trong trong md dugc tach ra.

10. Phuong phap san xuét dung dich bao quan té bao, bao gdm budc trdn ruou bac
thip c6 tlr 1 t6i 6 nguyén tir cacbon va ion kim loai héa tri hai trong dung méi nuéc,
trong d6 ndng d6 ciia ion kim loai héa tri hai trong dung dich bao quan té bao nay nim

trong khoang tir 6mmol/L t&i 82mmol/L.
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11. Phuong phéap theo diém 10, trong d6 ion kim loai hoa tri hai 12 ion kim loai cta

nguyén t6 thudc Nhom II.

12. Phuong phép theo diém 10 hoic 11, trong d6 ion kim loai héa tri hai 14 it nhat mot

ion dugc chon tlr ion magie va ion canxi.

13. Phuong phép theo diém bét ky trong 36 céac diém tir 10 dén 12, trong d6 ndng dd

clia ion kim loai hoa tri hai ndm trong khoang tir 6mmol/L t&i 80mmol/L.

14. Phuong phéap theo diém bét ky trong 36 céac diém tir 10 dén 13, trong d6 nong dd

ctia ion kim loai hoa tri hai nim trong khoang tir 10mmol/L téi 60mmol/L.

15. Phuong phép theo diém bt ky trong s& cac diém tir 10 dén 14, trong d6 rugu bac

th?ip 1a it nhét mét rugu dugce chon tir metanol va etanol.

16. Phuong phép theo diém bét ky trong s& céac diém tir 10 dén 15, trong d6 nong dd
ctia rrou béc thip trong dung dich bao quan té bao ndm trong khoang tir 20% tinh theo

thé tich t6i 60% tinh theo thé tich.

17. Phuong phap theo diém bt ky trong 36 cac diém tir 10 dén 16, trong d6 dung dich

bao quéan t& bao ¢6 pH nam trong khoang tir 6 t6i 8.

18. Phwong phép thu nhan té bao ¢b dinh, bao gdm buéc cho té bao nay tiép xuc in
vitro v6i dung dich bao quéan té bao nhurr duge xac dinh trong diém bat ky trong s cac

diém tir 1 dén 8 dé lam cho cac té bao nay duoc cb dinh.

19. Phuong phép phan tich té bao, trong d6 phuong phép nay bao gdm cac budce: cho
~ té bao nay tiép xuc in vitro v6i dung dich bdo quan té bao nhu duoc xac dinh trong
diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 8 dé 1am cho té bao nay duoc cb dinh; va phan

tich axit nucleic trong té bao da dugc ¢ dinh trong budc truée do.

20. Phuong phap theo diém 19, trong d6 thong tin v& luong axit nucleic trong cac té

bao d3 duge cb dinh duoc thu nhan trong budc phan tich.

21. Phuong phép theo diém 19 hodc 20, con bao gdm budc nhudm céc axit nucleic
trong céac té bao da dugc c¢b dinh gita budc c¢b dinh va buéc phan tich, trong d6 budc
phan tich nay bao gdm cac budc sau: dua cic té bao da dugc nhudm vao luu bao ké va
thu nhén thong tin quang hoc tir cac té bio nay; va phan tich axit nucleic trén co s&

thong tin quang hoc thu dugec.
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22. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 19 dén 21, trong d6 budc phan
tich con bao gdm budc phét hién axit nucleic dinh trudce trong cac té bao da duogc ¢

dinh.

23. Phuong phap theo diém 22, trong d6 cac té bao nay 1a cac té bao dwgc tach tir cb tir
cung va axit nucleic dinh trude 1a axit nucleic ¢6 ngudn gbc tir virut u nha & ngudi

(HPV).

24. Phuong phap theo diém bét ky trong s& cac diém tir 1 hodc 8 dén 23, trong d6 cac
t& bao luu giir trong dung dich bao quan té bao nay 1a cac t& bao cd, t& bao bén trong
than tt cung, t& bao viing miéng, té bao tuyén vu, té bao tuyén giap, té bao trong nuéc
tidu, t& bao trong nue dai, té bao thu duge bing phuong phap chai phé quan, té bao
trong dich rira mang bung, hodc té bao trong dich thé khoang, 1 cac té bao duge tach

ra tlr co thé song, hodc 1a cac té bao chtra trong trong mo dugc tach ra.
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Fig. 2A
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Fig. 3A
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Fig. 6
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Fig. 8C
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Fig. 11
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Diéu kién hru gifr khi dang dung dich bao quan t€ bao ¢ bén trén thi trudng
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Fig. 12
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Fig. 14
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Pidu kién bao quan t& bao
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Fig. 16
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