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

) (19) Cong hoa xa hoi chit nghia Viet Nam (V) 11)  [[NANBTOAOAN
CUC SG HOU TRI TUE 1-0021046
(51)7 GOG6T 7/00, GO6K 9/62, GO6T 9/00, (13) B
11/00

(21) 1-2014-00178 (22) 27.07.2012
(86) PCT/SE2012/050851 27.07.2012 (87) WO02013/015740A1 31.01.2013
(30) 1150724-1 28.07.2011 SE

61/512,617 28.07.2011 US
(45) 25.06.2019 375 (43) 25.03.2015 324
(73) MEDETECT AB (SE)

Medicon Village, S-223 81 Lund, Sweden
(72) ERJEFAELT, Jonas (SE)
(74) Cong ty TNHH T4m nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)
(54) PHUONG PHAP PHAN BIET CAC VUNG TRONG CHUOI GOM N ANH SO SO

CAP PHUONG PHAP HIEN THI CAC NHOM TE BAO NAM TRONG LAT CAT
MO VI PHAU VA PHUONG PHAP HIEN THI PHAN BO BA CHIEU CUA
NHIEU NHOM TE BAO VA CAU TRUC TE BAO NAM TRONG CUNG MOT
KHONG GIAN BA CHIEU TRONG MAU MO VI PHAU

(57) Séng ché& dé cap t6i phuong phap phan biét cdc viing trong chudi céc anh s6,
phuong phdp nay bao géom céc budc: tao ra chudi cdc hinh anh bao gém céc
ving ddnh diu chua dugc xdc dinh; ddnh gid moi hinh anh I v6i 1<n<N theo
tiéu chi lya chon xdc dinh truée va xdc dinh cic ving d4nh dau anh 1a cic ving
dénh ddu chua dugc xdc dinh dédp dng tiéu chi lua chon x4c dinh trudc; tao ra
anh mdéi I,; va chén cdc vung ddnh d4u anh méi vao anh méi I, céc vung
danh d&u anh méi nay c6 cling hinh dang va vi trf v6i cdc viing ddnh d&u anh cé
mat trong anh I nhu'ng khong & trong anh I, va cic Vung danh dau anh méi
néu trén la cé the nhan dién duge trong Inew nhd dic diém don nhit. Ngoa1 ra,
sang ché& con dé xudt phuong phap hién thi céc nhém & bao trong céc 14t cit mo
clia miu mo vi phau Ngoai ra, séng ché con boc 16 phuong phap hién thi phan
bo ba chiéu clia cic nhém t€ bao trong miu moé vi phiu.

221
/

Tao céac hinh anh
l 222

Danh gid mbi hinh anh theo tiéu chi Iya chon
x4c dinh trudc

Y

Tao hinh 4nh méi

: ™

Chén ving danh ddu 4nh méi vao anh méi| 223

\

224



LDT248
Textbox
224


21046

Linh vy k§ thuit dwge dé cap

Sang ché @& cap t6i linh vuc héa mod mién dich cling nhu phén tich hinh anh dya
trén may tinh. Cu thé hon, sang ché d& xuit phwong phap phén biét cic ving trong céc
chudi hinh anh.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Phuong phap phan tich miu mo vi phiu thudng dugc st dung cho cic muc dich
chén doan, vi du, phén tich miu mo va dé chén doan ung thu v, hodc cho cac muc dich
nghién ctru, vi du, nghién ctu céc loai té bao d& viem trong cac didu kién viém nhu bénh
hen suyén, xo vita dong mach, hodc cac bénh viém ruot.

Hoéa m6 mién dich (IHC), trong do6 chit d4nh ddu (nghia la khang nguyén) duoc
phat hién béi khang thé dic hiéu khang nguyén, thuong dugc st dung dé nhan dién cac té
bao trong cac lat cit mo vi phiu. Ly tudng 13, viéc nhan dién mét loai té bao co thé dat
dugc bang cach phét hién mot khang nguyén diic hidu té bao. Tuy nhién, vé6i cac td hop
nhidu loai t& bao cta nhidu khang nguyén can phai duoc phan tich dé nhan dién chinh
x4ac.

MO bi nhiém bénh bat ky thuong di kém theo thanh phén té bao da bi thay ddi. Vi
du, khi duong hd hip bi viém trong bénh hen suyén, thanh phéan cta cac t& bao ciu trac
tao nén cac dudng hd hip, nhu cac té bao bidu mé, cac té bao tuyén, cac té bao mach mau,
cac té bao than kinh, v.v... ¢6 sy thay ddi. Ngoai ra, nhiéu loai t& bao mién dich (nghia la
cac bach cu) tham nhap vao cac dudng ho hip da bi nhiém bénh.

Trong nhiéu bénh, bénh ly (nghia 14 cac bién dbi gay ph4 hay) trong mo khoéng bi
gdy ra bdi mot loai t& bao ma béi tuwong tac phurc tap gitta nhidu loai té bao. Do dé6, khi
phét hién mAu mé bj bénh, thudng mong mubn nghién ctru nhiéu nhém té bao va cac cdu

tric mo. Thong tin vé ham luong té bao c6 thé thu duoc bang cach nhudém mau mot loai
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té bao tai thoi diém d6 trong céc lat cit lién tiép. Mic di cac phwong phép tiép can nay
cung cdp mot wéc luong tét vé ham lugng nhiéu loai té bao trong miu mo, nhung né
khong cung cip thong tin chi tiét vé quan hé khéng gian (nghia 1a quan hé vét ly) gifta cac
loai té bao dugc phan tich.

Dé phat hién chi tiét hon cach ma thanh phan cia céc té bao co6 thé chi ra cac tinh
trang bénh cu thé hogic dé nghién ctiru cach ma cac té bao tuong tic va quan hé vadi nhau
bén trong md bi bénh, can phat trién dugc cac phuong tién dé hién thi dugc nhiéu loai té
bao nam trong ciing mdt khdng gian ba chiéu, vi du nim trong mot 1at c¢it md don.

Véi cac k¥ thuat THC hién c6, c6 thé nhudém 1én téi 4 loai té bao trong mot lat cit,
bang cach st dung k¥ thuét da chit nhudém hodc k§ thuét da huynh quang mién dich. Tuy
nhién, trong thuc hanh thong thuong, thudng chi c6 2 loai té bao ¢ thé duoc phét hién
dong thoi do thiéu cac hdn hop khang thé phét hién so cép thich hop.

Pé ting s6 luong chét danh diu trong mot 1at cdt mo, céc phuong phép méi da
dugc phat trién, nhu ky thuit SIMPLE dugc boc 10 trong WO 2010/115089 va k§ thuat
MELC (Schubert va cong su, Nature Biotechnology v. 24, pp. 1270-1278). Mic du co
hiéu lyc nhung céc loai k§ thuat méi nay chi yéu dugc phat trién cho céc nghién ctru dinh
vi ddng thoi va bao gdm céc quy trinh phé hity md, cdc quy trinh bao gdm viée pha huy
cac nhém phét hién, hodc phu thudc vao cac khang thé so cép dugc danh diu béng phéan
ttr phat hién, cac dic diém lam han ché sb luong chit danh diu té bao c6 thé duoc nhudm
mau.

Do céc k¥ thuat dugc dé cap tdi ¢ trén chi yéu duge phat trién cho céc nghién ctiu
dinh vi ddng thdi nén chiing khong giai quyét dugc thyc té 13 ¢6 nhidu chét danh ddu nhan
dién ddi khi c6 thé c6 mait trén cac loai té bao khong duoc nhim ti.

Do d6, cAn phai ¢ cac phwong phéap k§ thust méi ma nho d6 mot sb luong 16n céac
loai té bao c6 thé dugc nhan dién mét cach chinh xac, déng thoi trong cung mot khong
gian vat ly, nhu mot 14t cit md. Ly twdng 13, ky thuat bit ky nay c6 thé c6 kha ning phan
tich toan bd 14t cit I6n cua cac miu va cung cip thong tin chi tiét v& tit ca cac té bao riéng
biét duge danh du nhu céc toa do khéng gian cia ching trong md, céc thong sb kich
thudce va hinh dang cua chung, v.v..

Ban chit ky thuit clia sang ché
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Theo khia canh thir nhit, séng ché nay d& xuét phwong phép phén biét cac vung
trong cic chudi N anh s6 so cp trong d6, N 13 s6 nguyén >1, nhd d6 tao 4nh méi, phuong
phép néu trén bao gdm cac budc:

a) tao ra chudi N anh sb so cdp bao gdm cic ving danh ddu chua duge xac dinh,
trong d6, anh In+1 bao gdm it nhat ciing mot lwong cac ving danh déu chua duoc x4c dinh
v6i anh sb so cép In voi 2<n<N, trong d6, n 13 sb nguyén;

b) d4nh gid moi anh sé so cip I, v6i 1<n<N theo tiéu chi lya chon dinh trudc va
xac dinh cac ving danh déu anh 1a céc ving danh ddu chwa duge xac dinh thda man tidu
chi lya chon dinh trudc nay, va luu théng tin vé ving danh ddu anh bét ky nay trong hoac
lién két/két hop vai anh sb thu cép fao thanh twong mg, nhd d6 thu dugc chudi gdbm N
anh sb tht cép;

¢) tao ra dnh mai Inew;

d) v6i moi n v6i 2<n<N clia chudi c4c anh s thir cp thu duoc trong budce b), chén
cac ving danh ddu anh méi vao anh méi Lnew, cac viing danh diu anh méi néu trén c6
cing hinh dang va vi tri v6i cac ving danh dau anh c6 mat trong anh I, nhung khong &
trong &nh In.1, va céc ving ddnh ddu anh méi néu trén c6 thé nhan dién duge trong Inew
nhd dic diém duy nhét;

e) chén cac viing danh ddu anh méi trong anh méi Inew, cac viing danh d4u anh méi
néu trén c6 cung hinh dang va vi tri véi cac viing danh ddu anh c¢6 mit trong anh I; va céc
viing d4nh ddu anh néu trén 13 ¢6 thé nhan dién dugc trong Inew, nhd dic diém don nhit,

Tt hon 13, buée tao ra anh méi Inew bao gém tao ra anh ctia mau mo.

T6t hon 13, 4nh m&i Lnew 12 ban sao cua mot trong cac anh trong chudi cac hinh anh
néu trén.

Tt hon 13, diic diém don nhéit néu trén trong céc budc d) va e) 1a dic diém c6 tri sd
don nhét cho mdi n, 1<n<N.

Tét hon 13, dic diém don nhét néu trén 1a mau sic chung va tri s6 don nhét néu
trén cta dic diém don nhit néu trén 13 mau sic riéng dugc két hop véi chét danh diu té
bao cu thé.

T6t hon 14, tiéu chi lya chon dinh truéc bao gém ngudng cho dic tinh kha kién cua

ving danh ddu chua dugc xéc dinh.
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Theo khia canh thtr hai, sdng ché d& xudt phuong phép hién thi cac nhom té bao
nam trong 14t cat mé vi phiu, phuong phap nay bao gdm céc budc:

a) tao ra lat cit mo da duoc 1am cho sin sang dé nhudém phan tir theo cach da biét
tr trudc;

b) tao ra cac chudi gdm K phuong tién phat hién phan tir cu thé dé lién két dic hidu
vao va phat hién céc thanh phin cia chudi x4c dinh trudc gdm K chét danh déu té bao co
thé c6 mat trong 14t cit mod cua budc a), cac phuong tién phét hién phén tr nay c6 kha
ning cung cép thong tin vé& dap tng c6 thé khoi dong duoc va c6 thé phat hién dugce, K 1a
s6 nguyén > 2;

¢) v6i mdi phuong tién trong cic phuong tién phat hién phan tir cu thé k=1,2,...K
cua budc b) thuc hién quy trinh sau:

1) cho 1t cdt mé cta budc a) tiép xuc voi phuong tién phét hién phén tir cu thé nay
tao ra lién két dac hiéu vadi thanh phﬁn cu thé cua chudi cac chét danh diu té bao
xac dinh trudc nay;

2) rira 14t cit mo néu trén dé loai bé phuong tién phat hién phan tir khong duge lién
két v6i chat danh du té bao bét ky;

3) khéi dong dap tmg tir phwong tién phét hién phan tir ma c6 thé da lién két voi
cac chét danh déu té bao cia lat cit md nho d6 cho phép phét hién phuong tién phat hién
phén t nay; va

4) khi céc phuong tién phat hién phan tr ndy c6 thé dugc phat hién, thuc hién
quét/chup anh 4t cit mo dé tao ra anh sb so clp Ik ma c6 thd chira mot hoic nhidu ving
danh diu chua dugc xac dinh lién quan dén viéc tao ra polyme phat hién duoc;

nhd d6 thu dugc chudi gdbm K anh sé so cip Ik voi k=1,..., K chira lugng ting dan
clia cac viing danh du chua dwogc xac dinh;

d) thuc hién phuong phép theo khia canh thtr nhét trén chudi gdm K anh sé so chp
I v6i k=1,..., K, thu dugc trong budc c), nhd d6 tao ra anh Inew hién thi cac clu tric té
bao nay.

Theo phuwong 4n dugc uu tién ciia phuong phép theo khia canh thi hai, cdc phuong
tién phat hién phan tir néu trén 14 tip hop ciia cac khang thé, tét hon 1a cac khéang thé don

dong hoic cac doan khang thé, trong d6, mdi khang thé lién két véi chit danh déu té bao
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dac hiéu va trong do, enzym dugc lién hop véi mdi khang thé, enzym nay c6 kha nang tao
ra thong tin vé polyme c6 thé phat hién duoc khi c6 mit cia mot hodc nhiéu co chét thich
hop, trong dd, cac muc 1) va 2) cla budc ¢) dugce thuc hién theo cach sao cho:

i) lat cit md ciia bude a) duoc tiép xuc v6i khang thé lién két dic hiéu véi thanh
phin cy thé clia chudi x4c dinh trudc cia cc chit danh déu té bao ndy; khing thé nay
dugc lién hop v6i enzym, enzym nay c6 kha ning tao ra thong tin vé& polyme c6 thé phét
hién duoc khi ¢6 mit ctia mot hodc nhiéu co chét thich hop;

ii) sau budc i) & trén, 1at cit md duoc rira dé loai bo cac khang thé khong dugc lién
két; va trong d6, muc 3) ctia budc ¢) dugce thuc hién theo cach sao cho:

iii) sau muc 2) l4t cit mod duoc tiép xic véi mot hodic nhidu co chét thich hop d6i
v6i enzym ndy, dan t6i viée tao thanh cac polyme c6 thé phat hién dugc trong truong hop
thanh phan cu thé néu trén ctia chudi xé4c dinh truc clia cac chit danh du t& bao c¢6 mat
trong 14t cit md néu trén.

Theo mét phuong 4n duoc uu tién khac cua phuong phép theo khia canh thir hai,
cac phuong tién phat hi¢n phén tr néu trén 1a tap hop cuia cac phirc hop phan ti, trong do,
mdi phirc hgp bao gém khang thé thir nhét, t6t hon 1a khang thé don dong, lién két voi
chat danh déu té bao ddc hiéu, khang thé thtr hai hojc doan khang thé, t6t hon 1a khang
thé don dong duogc lién két dic hi¢u véi khang thé thir nhat nay, va enzym dugc lién hop
v&i khang thé thtr hai nay, enzym nay c¢6 kha ning tao ra thong tin vé polyme c6 thé phat
hién dugc khi c6 mit mot hodc nhidu co chét thich hop, trong d6, cdc muc 1) va 2) cia
budce ¢) dugce thuc hién theo cach sao cho:

i) 14t cdt md clia budce a) dugc tiép xtc v6i khang thé thi nhat lién két dic hidu véi
thanh ph?m cu thé cua chudi xé4c dinh trude néu trén cia cc chat danh déu té bao;

ii) sau budc i) & trén, 14t cdt mo dugrc rira dé loai bd cac khang thé khong duge lién
két;

iii) sau budc ii) & trén, 1at cat mo duge tiép xic vi khang thé thu hai lign két dic
higu vé6i khang thé thir nhat, khang thé thi hai nay duoc lién hop véi enzym, enzym nay
¢6 kha ning tao ra thong tin vé polyme c6 thé phat hién dugc khi c6 mit cta mot hodc

nhiéu co chét thich hop; va
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iv) sau budc iii) & trén, 14t cit mo dugc rira dé loai bo cac khang thé khong dugc
lién két; va trong do, muc 3) ctia budc ¢) dugce thuc hién theo cach sao cho:

v) sau muc 2) lat cit méd duogc tiép xic véi mot hodc nhidu co chét thich hop cho
enzym nay, dan t6i sy tao thanh céc polyme c6 thé phat hién dwgc trong trudong hop thanh
phé‘m cu thé cia chudi dugc xé4c dinh trude néu trén cia cac chat danh diu té bio ¢ mat
trong lat cit mo.

Uu tién 13, enzym nay dugc chon tir nhém bao gdébm photphataza kidm va
peroxidaza nhu peroxidaza cu cai ngya.

Uu tién 13, co chit néu trén dugc chon tir nhom bao gf?)m 3, 3'-diaminobenzidin,
xanh lam Ferangi, d6 Vulcan Fast, xanh 14 Vina, va aminoetyl cacbazol (aminoethyl
carbazole - AEC). Xanh 14 Vina 12 mét vi du vé co chit tao ra polyme 12 hoa tan it nhét
mot phin trong nuéc dudi cic didu kién cu thé. Aminoetyl cacbazol (aminoethyl
carbazole - AEC) 14 vi du vé co chét tao ra cic polyme hoa tan it nhét mot phén trong cic
ruou thép hon nhu etanol, duéi cac diéu kién nhét dinh. 3,3'-diaminobenzidin, xanh lam
Ferangi, va 46 Vulcan Fast 14 cac vi du vé c4c co chét tao ra cac polyme khong tan.

Cén hiéu ring cic co chit va/hodc cac enzym khéac nhau c6 thé duge st dung
trong qua trinh thyc hién phuong phép nay. Vi du, diaminobenzidin c6 thé dugc sir dung
lam co cht trong qué trinh thuc hién dau tién theo muc 2),va do bén viig Vulcan c6 thé
dugc sir dung 1am co chét trong qua trinh thyc hién tiép theo ciia muc 2).

Theo phuong 4n dugc wu tién khac cia phuong phap theo khia canh thir hai, cac
phuong tién phat hién phan tir nay 1a tap hop cua cac thé lién hop phén tir bao gdm phin
nhan biét duoc lién két voi phin phat hién, trong d6 phan nhan biét nay co6 kha nang lién
két dac hiéu v6i thanh phén cu thé cta chudi xac dinh trude cia cac chét danh diu té bao,
phan nhan biét nay dugc chon tir nhém bao gdm khang thé nhu khang thé da dong, khéng
thé don dong va céc doan ctia chiing, va phén tir axit nucleic nhw phan tit ARN va phén tr
ADN, phén phat hién nay 1a thuéc nhudém huynh quang, thuéc nhudém huynh quang nay
c¢6 kha nang phat birc xa c6 budc séng cu thé sau khi tiép xuc véi burc xa kich thich khac
v6i blirc xa déd phat ra nay, trong d6 muc 3) cua budce ¢) dugce thue hién theo cach sao cho
1at cit md va céc phwong tién phét hién phan tir bat ky da lién két vao d6 dugce tiép xuc

v6i blrc xa kich thich dan téi viéc phat ra blrc xa c6 budc soéng cu thé trong truong hop
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thanh phén cy thé cta chudi xac dinh trude néu trén cia cac chit danh diu té bao co mat
trong lat cit md néu trén; va trong d6, muc 4) cda budc c¢) dugce thuc hién khi birc xa ¢
budc song cu thé nay dugc phat ra.

Theo phuong 4n duoc uu tién khac cia phuong phap theo khia canh thir hai, co
chat tao ra cac polyme hoa tan it nhit mot phin 1a cac polyme c6 thé phat hién dugc, nhu
xanh 14 Vina hogc aminoetyl cacbazol (AEC), dugc st dung. Phuong 4n nay con bao gém
cac budc

e) rira lat cit mo dé loai bo cac polyme hoa tan c6 thé phéat hién duogc; va

f) 1ap lai cdc budce b - d véi chudi cac phurong tién phét hién phan ti méi.

Phuong 4n ndy 1a hitu dung khi c6 mit lugng 16n ctia cac cht danh du té bao cin
dugc danh gia.

Theo khia canh thit ba, sang ché dé xuit phuong phap hién thi phan bd ba chiéu
clia nhidu nhém té bao va cac cdu triic té bao nim trong ciing mdt khong gian ba chiéu
trong miu mé vi phiu, bao gdm cac budc:

i) tao ra mau mo, va cit maiu nay thanh nhidu lat cit mo chdng 1én nhau ban déu
theo cach da biét tir trude;

ii) thyc hién phwong phap theo khia canh th hai cho tit ca c4c 14t cit mo thu duoc
trong budc i); va

iii) chong chap cac hinh anh thu dugc trong budc ii) theo cac nguyén tic da biét,
nh& d6 thu duoc sy hién thi ba chidu cua phan bé ba chidu cia nhidu nhém té bao va ciu
tric t& bao nim trong ciing mot khong gian ba chiéu trong mau md vi phau.

Céc dinh nghia

Trong phin md ta va yéu ciu bao ho sang ché, cac thuat ngit sau day s€ dugc s
dung theo cac dinh nghia dugc chi ra duéi day. Trir khi dugc x4c dinh theo cach khéc, tt
ca cac thuat ngtt k§ thuat va khoa hoc dugc sit dung & day déu c6 cing mot y nghia nhu
cac y nghia da dugc biét t6i rong rai béi ngudi ¢ hibu bibt trung binh trong linh vyc k¥
thuat ma sang ché nay thudc vé. Mic du cac phuong phap va cac vat lidu bat ky tuong tu
hodc tuong duong véi cc phuong phap va cic vat lidu duge md ta & ddy déu co thé duoc
st dung trong viéc thuc hién sang ché nay, nhung cac phuong phap va vét liéu dugc uu

tién dugc mo ta & day. Nhu dugc sir dung & day, mdi thuat ngit trong cac thuat ngit sau co
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y nghia lién quan dén né trong phan nay. Cac gia tri cu thé va dwoc vu tién hon duoc liét
ké duéi day cho cac gdc, cac nhom thé, va cac khoang chi d& minh hoa; chung khong loai
trir cac gia tri duoc x4c dinh khac nim trong cac khoéng dugc xé4c dinh cho cac gbc va
cac nhom thé nay.

Chét danh déu té bao nghia 1a cAu trac dic hiéu, phu thudc vao loai té bao, c6 thé
xuét hién nhiéu hon hoic it hon, thuong 13 & trén bé mit cua té bao thudc loai t& bao nay,
nhung doi khi ciing ndm trong té bao. Théng thudng, chit danh d4u té bao 1a thy thé c6
kha nang lién két ddc hiéu voi phan tir dich cu thé. Chat danh ddu té bao nay c6 thé 1a
protein, glycoprotein, hodc hydrat cacbon, axit nucleic, lipit hodc loai khac ctia cac phan
tir sinh hoc xudt hién trong ty nhién. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
s& biét v& cac chit danh diu té bao nay va cac loai té bao ma trén d6 chung xuit hién. Sy
hién dién ctia mét hodc nhiéu chét danh d4u té bao nay c6 thé chira rang & bao nay thudc
16p hoic loai té bao nhét dinh.

Phuong tién phat hién phan tir nghia 1a khéi két tap hodc thé lién hop hai chire
nang bao gdm phan thir nhét c6 kha ning lién két dic hidu véi chit danh ddu té bao cu
thé, va phén thir hai c6 kha nang tao ra dap tmg c6 thé phat hién dugc.

Nhiéu loai khac nhau cia phuong tién phat hién phan tit ¢6 thé duoc sir dung trong
sang ché nay. '

Thong thudng, phan thir nhit c6 kha ning lién két dic hidu vé6i chét danh diu té
bao cu thé co thé la khang thé hodc mot doan cia chiing nhu doan Fab, hodc thé nano
(nanobody), hodc phan tir axit nucleic nhu phan tt ADN hodc phan tt ARN hoic dan
xuét axit nucleic nhu PNA. Thong thudng, phin th hai c6 kha ning tao ra dap tng c6 thé
phét hién duoc 6 thé 1a enzym, hodc hop chit héa hoc c6 kha ning tao ra mot sd loai tin
hidu c6 thé phat hién duoc, nhu thubc nhuém huynh quang, khi dugc cam ung bdi tac
dung ddc hiéu.

Phuong tién phét hién phan tir c6 thé, theo phuong 4n don gian nhét cia né, chira
phan thi nhit nhu khang thé hodc phan tir axit nucleic ma phan tht hai nhu enzym hodc
thudc nhudm huynh quang dugc lién két v6i no. Theo cach khac, phwong tién phét hién
phan tir thich hop c6 thé 1a phirc hop bao gdm phén tir thir nhét, thuong 1a khang thé don

dong hoidc da dong lién két dic hiéu véi chit danh déu té bao cu thé, phin tir tha hai,



21046

thuong 1a khang thé don dong hoic khang thé da dong, lién két ddc hiéu véi phin tir thir
nhét, va phan tir thi ba duoc lién két v6i phin tir thir hai, trong d6, phan tir thir ba nay c6
thé 1a enzym hodc hop chit hoa hoc c6 kha ndng tao ra mot sb loai tin hiéu c6 thé phat
hién duge, nhu thudc nhudém huynh quang, khi duge cam ung bdi tdc dung dac hiéu.

Dap ting c6 thé phét hién dugc nghia 1a dap g c6 thé dugc phat hién trong budc
quét/chyp anh theo cach sao cho dép g nay c6 thé duge dinh vi trong hinh &nh duge tao
ra bdi bude quét/chup anh néu trén.

Theo mot phuong 4n, dap ung c6 thé phat hién dugce 13 sy tao thanh polyme duc
va/hodc ¢6 mau. Céc polyme niy c6 thé duge tao thanh bing cach cho céc enzym cu thé
ma 1a mdt phan ciia phuong tién phat hién phan tir tiép xtic véi cac co chét dic hiéu cy thé
trong cac diéu kién thich hop. Vi du vé céc enzym thich hop 1a photphataza kiém va
peroxidaza, nhu peroxidaza cu cai ngua.

Vi du vé céc co chit thich hop cho cac enzym nay la 3, 3'-diaminobenzidin, xanh
lam Ferangi, d6 bén viing Vulcan, aminoetyl cacbazol (AEC), va xanh 14 Vina.

Theo phuong 4n khéc, dap tng c6 thé phat hién duoc 1a su phét blrc xa c6 bude
song cu thé, nhu birc xa duoc phat ra boi chit hoa hoc huynh quang sau khi bi kich thich.

Theo mdt phuong an khac, cac dang khéc clia cac dap ung c6 thé phét hién duoc
dugc str dung trong mét 1an thuc hién duy nhét cia phuong phép nay.

Anh sb so cép nghia 13 4nh s thu dugc béi k¥ thuat s6 hoa truc tiép (vi du, quét
phién hodc chup anh hién vi) 14t cét mo. Khong thuc hién thém viéc didu chinh, bién tap
hogc danh gia cho hinh anh nay. Hinh anh nhu vy dugc coi 1a dit liéu ngudn tho.

Anh sb thit cdp nghia 13 anh thu dugc nho mot sb kidu bién tap hoic danh gia sb
héa cho anh sb so cr?ip. Anh sb thu cAp c6 thé thu duoc nho, vi du, viéc bién tdp va/hodc
danh gia dnh s so cip. Do d6, anh s6 so cip duoc dinh nghia lai 1a anh sé tha cép.

Ving danh ddu chua duge x4c dinh c6 nghia 1a yéu td hodc ciu truc co thé phét
hién dugc trong anh sb so cip cia lat cit md. Ving danh ddu chua dugc xac dinh c6 thé
chi thi su c6 mit cta cic ciu truc va cac yéu t6 duc xudt hién ty nhién, nhu cac mach mau
va céc co quan té bao, trong 14t cit md hodc chit mau nodi sinh trong cc yéu té mo. N6
cling ¢ thé chi thi sy c6 mit ciia cac phwong tién danh du c6 thé phat hién dugc, nhu

polyme ¢6 thé phét hién duoc hoic thudc nhuém huynh quang, céc chét nay lai chi thi su
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c6 mit cia chit danh d4u té bao ma da duoc phat hién béi cac phuong tién phét hién phan
ttr gy ra sy tao thanh polyme nay hodc su phat btrc xa c6 thé phat hién dugc sau khi kich
thich.

Viing danh d4u anh nghia 1 ving trong anh sb tht cép cua lat cit mo. Vung danh
ddu anh twong tng véi toan bd hodc mot phan cia ving danh déu chua dugc x4c dinh
trong anh s so cdp. Ving danh ddu anh thu dwgc bing cach dénh gi4 anh s so cip, va cu
thé 14 ving danh d4u chwa dugc xac dinh cia anh sb so cép, va xac dinh céc vung danh
ddu anh theo tiéu chi lya chon cu thé. Anh sb thir cép chtra cc ving danh du anh con
chira hogc duge két nbi/dugc két hop véi thong tin v& mbi ving danh ddu anh.

Hinh dang ctia viing danh diu nghia 1 hinh dang cua dudng bao ngoai ciia ving
nay. P4 biét nhidu phuong phép dé xac dinh hinh dang cta cic ving trong anh sb, ndm
trong phdn mém nhu Imagel dugc cung cip boi Vién stc khoe qudc gia (National
Institute of Health - NIH) va Photoshop® dugc cung cip bdi Adobe®.

Vi trf clia ving trong &nh nghia 14 vi tri ma viing nim trong anh. Cung mot vi tri
d6i v6i mét viing trong cdc hinh anh khac nhau nghia la

- cung mot vi tri li€n quan t6i hé toa d§ dugc tao ra twong duong cho cac hinh anh
nay; hoac

- vi tri twong tmg cho ddi twong duge mo ta, néu hai hinh anh mo ta cling mot d6i
tuong.

Tiéu chi lya chon nghia 1a tiéu chi lua chon c6 thé duogc st dung dé danh gid anh
s6 so cip dé x4c dinh céc viing danh du anh. Tiéu chi nay cé thé, vi du, bao gdm céc
ngudng dbi véi cac mau sic va/hodc cuong dd cho mot diém anh hodc nhom cua céc
diém anh lién ké trong anh. Tiéu chi lva chon c6 thé bao gdm tiéu chi hinh dang, ti€u chi
mau sic, tiéu chi kich thude hoic céc loai tiéu chi khac s& dugc md ta chi tiét hon trong
phin md ta chi tiét sau day va s& duoc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥
thuat hiéu. Hon nita, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thudt duong nhién s&
thuc hién phuong phép nay dé t6i wu hoa cac thong sd va tiéu chi lya chon cho céc tinh
hubng cu thé.

bic diém don nhét nghia la dac diém cua mot hodic nhidu vung danh d4u anh duoc

nhén dién 12 loai cu thé phan biét v4i cac vung danh dau anh khac. Diac di€ém don nhat c6
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thé bao gdm dic diém tryc quan nhu mau séc, ky hiéu, hinh dang, nhan hoic 12 médi lién
hé s hoa giita cac ving danh ddu 4anh va loai cu thé cua chiing (vi du, loai t& bao so cép).
M&i lién hé nay dugc luu trong, vi du, co s¢ dit liéu. Dic diém don nhét c6 thé 1a dac
diém thich hop khac bat ky dé phan biét ving danh ddu thudc loai nhét dinh trong anh sé
v6i cac ving danh ddu thudc céac loai khéc.

Dic diém nay ciling c6 thé con dugc chia thém thanh céc gié tri don nhat. Vi dy cac
phuong tién phét hién phan tir d phat hién cac chit danh diu té bao twong tr ma khong
khéc biét c6 thé nhan dién dugc nho dic diém don nhit (nhu mau séc) va mdi chit danh
déu té bao don 1€ c6 thé duge nhan dién béi trj s6 don nhét (nhu séc thai cia mau sic néu
trén).

M0 ta vin tit cac hinh vé

Sang ché nay s€ dugc md ta véi sy tham khdo t6i cac hinh v& kém theo, trong do:

Fig.1 minh hoa thiét bi thuc hién phwong phép theo sang ché nay.

Céc Fig.2a-b minh hoa phuong phap dé phan biét cac ving danh du trong chudi
cac hinh anh theo sang ché.

Fig.3 minh hoa danh gi4 cia anh sb so cip.

Fig.4 minh hoa chudi cac hinh anh cua l4t cit mb.

Céc Fig.5a-b minh hoa céc hinh anh dugc tao ra bdi phuong phép theo sang ché
nay.

Céc Fig.6a-c minh hoa cic dic diém truc quan don nh4t khac nhau cia céc ving
danh d4u anh trong cac hinh 4nh duoc tao ra boi phuong phap theo séang ché.

Fig.7 minh hoa giao dién d6 hoa theo mdt phwong an thyc hién cua sang ché.

Fig.8 minh hoa quy trinh phat hién theo séang ché.

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché ndy lién quan t6i k§ thuét duoc goi 13 Nhudm mau nhiéu 1an dua trén
viée loc va loai bo mot s§ diém anh dwoc viét tit 1a ESMS. K§ thuét nay c6 thé tao ra
hinh anh c6 d6 phan giai cao ctia l4t cit md vi phéu, trong d6 nhiéu loai té bao va cu trac
md c6 thé dwgc nhan dién. Cac phuong phap phén tich khong gian cho nhidu té bao va
nhiéu loai t& bao c6 thé dugc 4p dung d tao ra thong tin khong gian hitu ich cho 14t cét

md ma khong thé dugc tao ra bing cac k§ thuat da biét. Sang ché nay dya trén phat hién
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1a thong tin nay c6 thé c6 gia tri 16n khi phén tich céc 14t cit md. Tac gia sang ché dé xudt
k¥ thuat tao ra cac hinh anh ctia 14t cit md bao gdm thong tin khong gian theo cach don
gian va hiéu qua. Ky thuat ndy con cé thé tao ra dit liéu hinh &nh c6 do phén gidi cao &
dang ba chiéu tao thuan loi cho c4c nghién ctu vé tuong tac phirc tap cia céc t€ bao va
céc cAu tric md nim trong cing mot khong gian ba chiéu trong mau mé.

Phuong phdp ndy tao ra céc hinh anh két hop cua cac lat cit mo, ma ngoai viéc
hién thi phan bb nhiéu chit danh du nim trong cung mot 14t cét, tao ra co s& dé tach
thong tin c6 thé dugc sir dung dé phén tich toan hoc tién tién cic miu phan bé cta cac cdu
tric va cac thanh phén trong lat cit mé. Vi du vé thong tin ndy 12 mbi quan hé giita cac
thanh phan, nhu c4c té bao, hodc thong tin vé& cac cdu truc trong cac lat cit dugc phat hién
bang cach nhudm nén mau xanh da troi truyén thdng nhu cac ciu truc mé hodic cac ving
trong tAm ctia cac ton thuong mé, suy dinh dudng, tai dinh hinh mé v.v.,

Sang ché c6 thé dugc thuc hién bt dAu tir mAu md bét ky ¢6 thé dugc sir dung dé
phat hién céc phén tir hodc cac ciu triic trong nghién ciru md. Céc vi dy vé viéc phat hién
phan i trong sang ché lién quan ti céc phwong phap md mién dich nhung cac phuong
phép khéc gdm céc phan tir nhudém mau ciing c6 thé duoc sit dung; vi du phuong phap lai
héa tai chd, cac k¥ thuat lién két phéi tir khong phu thudc khang thé, hodc hda hoc md
mién dich enzym. Thong thudng, truéc khi phat hién phan t&r, mdu mo duge nhung vao
trong thudc ham (vi du, formaldehit dugc dém 4%, d pH=7,6) qua dém sau @6 khtr nude
trong chudi cac dung dich ¢6 ndng do ruvgu (EtOH) ting dan va cubi cung la nhing vao
trong xylen. Sau budc khir nuée, mau da khir nuéc duge gin vao parafin va cac lat cét
parafin dugc tao ra v&i thiét bi vi phiu cét parafin thong thuong. Céc lat cét parafin dugc
gén trén cAc phién kinh hién vi tiéu chudn va dugc bao quan & 4°C cho téi khi stir dung.
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit ndy da quen thudc véi nhidu chét
ham thich hgp khac nhau va nhiéu quy trinh ham cho céc loai 14t cit mé6 khéac nhau va do
do6 ho c6 thé st dung cac phuong phép khac ndy thay cho phuong phép duoc dé cap t6i &
trén, bao gf‘)m cac k¥ thuat cit lanh.

Truéc hoéa hoc mdé mién dich thuc sy (duge viét tit 1a IHC), céc lat ct parafin

duge khir parafin hoa va thuong duge dua vao phuc hdi khang nguyén nho enzym hodc
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cam tng nhiét. C4c quy trinh ndy cling da dugc biét rd boi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh

trong linh vuc k¥ thuat nay.

L4t cit mo thu dugc sau khi khir parafin héa va phuc hdi khang nguyén cam ung

nhiét dugc dwa vao phat hién dic hiéu hon nita. Gan nhu ¢6 thé x4c dinh dugc céc loai té

bao va cac loai moé dugc bao gom trong 14t cat mo nay. D€ cd thé thyc hién diéu nay, su

xuat hién cda mQt sO chat danh dau t€ bao dac hi€u trong lat cit mo dugce kiém tra.

Bang 1 dudi day liét ké mot sd vi du vé cac chit danh déu té bao mién dich thich

hop dé st dung trong sang ché, va cac te bao bicu hién ching:

Bang 1: Céc chét danh d4u té bao dé phat hién bang IHC cac té bao trong céc lat

cat vi phau

Chit danh déu té bao Té bao so cAp

CD20 Céc té bao lympho B

CD8 Céc té bao lympho T

ECP (EG2) Bach ciu wa eozin

CDllc Céc té bao hinh sao tuy, cac dai thyc bao

Triptaza Céc té bao khéng 16

CD68 Céc dai thuc bao/bach cdu don nhan (va cac t& bao bach ciu
trung tinh phu dong)

MPO Céc té bao bach ciu trung tinh

CD163 Hau hét cac dai thuc bao md (nhung khong & trong céc dai thuc
bao nang) va cac té bao Langerhan

CD123 Céc té bao tua dang tuong bao, cac dai thuc bao/bach ciu don
nhan, bach ciu trung tinh, bach ciu wa eozin

CD68 Céac dai thuc bao/bach ciu don nhén, céc bach céu trung tinh,
bach cau ai kidm, céc t& bao lympho 16n

CD45 T4t ca cac bach ciu

Khi x4c dinh dugc su hién dién cta chit danh du té bao trong lat cit md theo séng

ché, 14t cit m6 duoc tiép xuc véi phuong tién phat hién phan tir lién két diic hidu vai chét

danh dau té bao néu trén.
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Phin thtr nhit ctia phuong tién phat hién phéan tir c6 thé 1 phéi t tw nhién dwoc
lién hop v6i chét danh dau t& bao ma né lién két dic hiu vao d6. Theo cach khac, va tét
hon 13, phan thi nhit nay 1a khang thé, va thuong 1a khéng thé don dong hodic mot doan
cua ching.

Phén thir hai cta phuong tién phat hién phan tir thuong chira enzym c6 kha ning
tao ra polyme c6 thé phat hién dugc khi ¢6 mat co chét thich hop. Céc vi du khong gidi
han vé& cac enzym nay la photphataza kidm va céc peroxidaza, nhu peroxidaza cu cai
ngua. Cac peroxidaza, vi dy, tao ra polyme mau nau co thé phéat hién dugc khi ¢6 mit co
chit peroxidaza 3,3'-diaminobenzidin (duoc viét tit 1a DAB), va cac photphataza kiém tao
ra cac polyme c6 thé phat hién dugc khi c6 mat xanh lam Ferangi va do bén vimg Vulcan. Vi
du khong gi6i han khac vé co chét tao ra polyme hoa tan it nhdt mét phan 14 xanh 14 Vina.
Polyme tao thanh tir xanh 14 Vina 1 tan dugc trong nuéc trong cac didu kién nhit dinh. Vi
du khong giéi han khac vé co chét tao ra polyme hoa tan it nhat mdt phan 14 aminoetyl
cacbazol (AEC). Polyme tao thanh tir aminoetyl cacbazol 1 tan dugc trong céc ruou thip,
nhu etanol, trong céc diéu kién nhét dinh. Cac co chét khac c6 thé tao ra cac polyme hoa
tan boi cac chét 16ng khéc.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuit nay c6 thé tim duge cac
enzym va co chét thich hop nhu vy, hodc ciing biét rang, thay cho céc enzym, céc thudc
nhudm huynh quang c6 thé duge st dung @& hién thi cdc phan ti danh déu boi kinh hidn
vi huynh quang mién dich.

Phuong tién phat hién phéan tir ¢6 thé dugc cung cdp dudi dang thé lién hop don,
thudmg bao gdm khang thé lién két voi chét danh diu té bao va enzym nhu peroxidaza
ho#c photphataza kiém, trong do, khang thé va enzym nay dugc nbi bi nhém lién két hoa
hoc. Theo céch khac, va t6t hon 13, phuong tién phat hién phan tir duge cung cép dudi
dang khdi két tap phan tr bao gdm khang thé don dong hoic khang thé da dong thir nhét
hozic mét doan cua chung va khang thé thir hai hodic mot doan cia ching dugc lién két
héa hoc véi enzym nhu photphataza kiém hogic perpoxidaza. Phén tir khang thé thu hai
hodc mot doan ciia ching lién két dic hiéu véi khang thé so cAp thir nhit hodc mot doan

ctia chiing, nh& d6 tao thanh khéi két tap phan ti.
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Phuong phép theo sdng ché tao ra cach thirc phan biét nhidu thanh phan va céu tric
trong 14t cit md va theo d6 mot chudi cac phuong tién phat hién phan tr dugc st dung.
Phu thudc vao loai co quan hodc mo ma l4t cit mé duoc 14y ra tir d6 ciing nhu hiéu biét
co ban vé chat danh déu té bao tir nhidu loai té bao va mé khéc, ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh virc k§ thuat nay co thé thiét ké chudi phuong ti€n phét hi€n phéan tir thich
hop can dugc st dung trong viéc phéan biét cac loai t& bao va mod trong 14t cit mo.

Cén hiéu rang nhiéu loai phwong tién phét hién phan tir khac nhau c6 thé duoc két
hop trong mdt 1an thuc hién duy nhét cia phwong phép cua sang ché. Pidu nay c6 thé c6
loi do cac thanh phdn va cic cu truc nay c6 thé dugc phén biét véi nhau va véi phan
xung quanh né d& dang hon trong qué trinh phén tich hinh &nh cta cac anh sé so cép.

Theo sang ché, quy trinh phat hién sau day cho lat cit mod duoc chay v6i mot
phuong tién phat hién phén tir cua chudi cdc phwong tién phat hién phan tir nay tai thoi
diém:

1) cho 1t cit md ctia bude a) tiép xuc véi phuong tién phat hién phan tir cy thé néu
trén gdy ra sy lién két ddc hiéu voi thanh phan cu thé cua chudi cac chét danh diu té bao
da x4c dinh trudc nay;

2) rira 1at cit md néu trén dé loai bo phuong tién phét hién phan tr khong lién két
v6i chat danh déu té bao bat ky;

3) bd sung co chét thich hop gay ra sy tao thanh polyme cé thé phat hién dugc;

4) rira 14t cit mo dé loai bod co chat con lai; va

5) quét/chup anh lat cit md dé tao ra anh sb so cép c¢6 thé chira mot hodc nhiéu
viing d4nh d4u anh chua x4c dinh hodc céc ving lién quan dén viéc tao ra polyme c6 thé
phat hién duoc.

Quy trinh phat hién duoc minh hoa nhu la phuong phap trén Fig.8, trong do,
phuong phép nay bao gém céc budc:

- tao ra (811) 14t cit mo;

- tao ra (812) céc phuong tién phét hién phan tir;

- cho (813) I4t cat md tiép xuic véi phwong tién phat hién phén tr, nhu dugce boc 10
trong buéc 1) & trén;

- rira (814) 14t cit mo, nhu dwoc mé ta trong budc 2) trén day;
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- bd sung (815) co chét thich hop, nhu dwoc md ta trong budc 3) & trén;

- rira (816) 14t cit md, nhu duoc md ta trong budc 4) & trén; va

- chup anh (817) 14t cit mo, nhu dugc boc 16 trong budc 5) & trén.

Béng céach 1dp lai cac budc 812-817, nhu dugc chi ra boi 821, cho cac phuong tién
phat hién phén tir va cic co chét khac nhau thich hop cho nhidu loai t& bao so cép khac
nhau, chudi céc hinh anh duoc cung cip bao gdm cac hinh anh dugce tao ra trong budc
817. Vi du vé chudi cac hinh anh duge minh hoa bsi F ig.4, s& duoc mé ta chi tiét hon sau
day.

Budc quét/chup anh hién thi dugc bao gdm nhu buée 5 trong quy trinh phét hién
c¢6 thé duge thuc hién véi thiét bi quét phién kinh bit ky s&n c6 trén thi truong duge du
dinh dung cho 14t cit mo, kinh hién vi dwoc lp v6i may anh s hodc robot quét toan bd
cac phia.

Céc buéc 812-817 lap lai c6 thé duoc thuc hién theo cach tu dong hoa. Nhu 1a mét
vi du khong gi6i han, k¥ thuét duge goi 1 budng phién ¢6 thé dugce st dung cho céac budc
duogc lap lai. Trong k§ thuat budng phién, 14t cit mo dugce bd tri trong ngdn micro ma
phuong tién phét hién phan tir, chit 16ng rira, v.v. c6 thé chay qua d6. Do d6, céc budc
812-8Y7khéccéthéduqcthuclﬁénrnakhéngcﬁnlﬂﬁjchuyénrnﬁurnétéivéu&phuong
tién tao anh. Do d6, cac hinh anh so cdp c6 thé dugc cung cip c6 cung cac déc tinh anh,
nhu bde 1§ cuing mot ph.':in chinh x4c cia miu md nay va c6 cung mdt do sau tiéu cu.
Ngoai ra, phwong phap nay cé thé duge thuc hién theo cach hiéu qua vé thoi gian hon va
khong cin phai thao tac hogic twong tac thii cong. Ngudi c6 hiéu bibt trung binh trong linh
vuc k¥ thuat s& nhan thdy ring phuong phap nay ciing c6 thé duge thuc hién bing céc
phuong tién cia k¥ thuét tu dong hoa khac.

Khi quy trinh phat hién duoc thuc hién cho toan bd cac phuong tién phat hién phan
tir ctia chudi nay, thi thu dugc chudi cac hinh anh, trong d6 ¢6 sb lugng cac diém mau gia
tang. Cac hinh anh thtr nhit twong ung véi viée xtr ly bang mot lwong nhoé cia phuong
tién phat hién phéan tir c6 thé chi bao gdm mot sb it diém. Trai lai, hinh anh cudi cing s&
bao gém vo sb diém va cling c6 thé 1a mot sé diém bi nhoe va dugc md rong thanh céac

vung c¢6 mau lén.
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Theo mot phuong én, chudi céc hinh anh c6 thé duoc tao ra bing cach chup anh lat
cit mo theo quy trinh phat hién sau:

1) cho lat cit md tiép xtic v6i cac phwong tién phét hién phan tir cy thé gay ra su
lién két dic hiéu vai thanh phan cu thé cua chudi cac chit danh d4u té bao xac dinh trudc;

2) rira lat cit mo dé loai bo phuong tién phat hién phan tt ma khong dugc lién két
v&i chét danh diu bé mat té bao bat ky nao;

3) bd sung cac tac nhan phat hién thich hop nhu khéng thé thir cAp nhéan biét khang
thé phat hién so cdp. Thong thuong, khang thé thir cip dwoc danh du bing enzym, vi du
peroxidaza,

4) rira 14t cit mo dé loai bé phuong tién phat hién phén tr khong duoc lién két véi
chit danh diu bé mat té bao bat ky;

5) bd sung co chit enzym gay ra su tao thanh polyme c6 thé phat hién dugc;

6) rira lat cit mo dé loai bd co chit con lai; va

7) quét/chup anh 14t cit mo dé tao ra anh sé so cép c6 thé chira mot hodc nhiéu
ving danh ddu chua duge xac dinh lién quan dén viéc tao thanh polyme c6 thé phat hién
duoc.

Nhu duoc chi ra trong Bang 1 & trén, mot sd chét danh déu bé mit té bao duoc két
hop véi mot khodng gidi han ciia cac té bao, trong khi d6 cac chdt danh diu khac xuit

| hién trong mot khoang rong hon. Trén Bang 1, cht y 1a CD20 chu yéu duoc két hop véi
céc t€ bao lympho B. Tréi lai, CD123 dugc két hop véi khoang gdm nhiéu loai té bao gin
nhu rong hon. Khi thiét 14p chudi phuong tién phat hién phan t&r nay, c6 loi néu bao gdm
phuong tién phat hién phan tir chi dic hiéu véi sb lugng nhéd cua céc loai té bao, va tét
hon, néu chi 12 mot loai t& bao duy nhit, & phan dau cia chudi cia cac phuong ti€n phat
hién phan tir. Sau d6, cac cdu triic va cac loai té bao trang hop da duoc két hop va da
dugc phat hién bang phuong tién phat hién phan tir thir nhat c6 thé dugc loai trir khi x4c
dinh cac cdu tric va cac loai té bao st dung phuong tién phat hién phan tir da ning hon
sau d6 va do chinh xac cta viéc nhén dién té bao duge gia tdng. Dya trén thong tin nay,
dé dang cho ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat d& nhan biét chudi cac

chat phat hién phén tir thich hop.
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Théy rang cac vi du sau vé chudi cac phuong tién phéat hién phan tir lién két véi

chét danh ddu bé mit té bao tao ra cac két qua tot:

A: phat hién ddng thoi 10 nhém bach cdu ¢6 nhén dién té bao dugc cai thién

Chit danh diu té bao | Té bao so cip Ghi cha
CD20 Céc té bao lympho B
CD4 Céc té bao lympho Th
CD8 Céc té bao lympho Tct
BB1 Bach cdu wa bazo
EG2 Bach cau ua oezin
MPO Bach céu trung tinh
Triptaza Céc té bao khéng 16
CD68 MQ/bach cau don nhan (ma | Bach ciu trung tinh trung hop da
con 1a bach céu trung tinh | dugc nhudm mau va dugc nhin
phu dong) dién trong budc trudc d6 va bi
loai trir vé mat vat ly va sb hoa
trong chu ky nhuém CD68
CDllc¢ DC tiy (nhung ciing trén | Cac dai thuc bao trung hop da
céc dai thuc bao) dugc nhan dién.
CD123 DC tuong bao (ma con trén | Cac dai thyc bao trung hop va

cic dai thuc bao va bach
cau trung tinh va cic bach

cau ua oezin)

bach cau trung tinh da dugc nhin

dién va c6 thé dugc loai trir

B: Nhan dién ddng thoi nhiéu phan chtra mé vi phiu

Chit danh diu bé mit té bao

Phan chira/cau tric mo

Enolaza dic hiéu t& bao than kinh hoic PGP | Day than kinh

danh d4u than kinh

Actin co tron alpha MG co tron

DP-40 (prox-1) Cac mach bach huyét

Cav-1 (hodc CD31)

Céc mach mau
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Cytokeratin

Céc md biéu mo6 va md tuyén

Viementin

Cac nguyén bao soi (khi duge st dung

sau gdi bach cau)

C: Phén tich cdc m6 hinh thdm nhép

bach cau lién quan tdi cac ving md bi ton

thwong/hdi phuc va céc phan chira mé vi phiu chinh cua cac dudng ho hép

Chit danh diu bé mit té bao

Cau truc/té bao so cap

CD20 Céc té bao lympho B
CD3 Céc té bao lympho T
BB1 Céc bach céu uva bazo
EG2 Céac bach ciu wa oezin
MPO Bach cau trung tinh
Triptaza Céc té bao khoéng 16
CD68 Cac dai thuc bao

Pan-Cytokeratin

Mob biéu mo

Yéu td Von Willebrand

Mach mau

SMA Alpha

MO co tron

E: Su céi thién trong viéc nhén dién cdc nhom t€ bao tua (DC) cua mod

Chit danh déu | Ciu tric/té bao so cap U'u diém/théng tin bd sung
bé mit té bao
CD21 Céac DC c6 nang
CD68 MQ/bach cu don nhan Che MQ va bach cau don nhan tring
hop
BDCA-3 Nhém phuy BDCA3* ctia | Cac chit danh ddu anh méi thé hién cac
cac té bao hinh sao tiy té bao hinh sao tayBDCA-3+ 4m tinh
CD68.
CDllc Céc té& bao hinh sao tiy | Anh méi thé hién céc DC CD6S,
BDCA3 BDCA-3-, CD11c*.
CD123 DC tuong bao *Cac DC CD68-, CD123¢*
Langerin (CD207) | DC popl ni€ém mac *Cac DC CD68", CD11c", CD207*
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CDla DC pop2 niém mac *CD68, CD207-, CDla*

* Chi cac chét danh ddu duong tinh va am tinh thich hop d& cai thién sy nhan dién
té bao (vé mit k§ thuat, cac té bao duge nhudm trong budc bat ky 14 4m tinh déi véi tt ca
céc chét danh déu duogce s dung trong céc chu ky nhudm mau trude do)

Phén ban chét cia sang ché ndy dé cap dén cach thirc ma chudi céc hinh anh thu
dugc duge phén tich va dugc bién ddi thanh céc hinh anh dugc bién tp méi va cac mo ta
ba chiéu bao gdm théng tin dugc bd sung dé hién thi nhiéu nhém t& bao va céac cu tric
md va quan h¢ khong gian clia chiing ndm trong ciing mot khong gian hai chidu hogc ba
chiéu.

Phén phan tich hinh 4nh cua sang ché nay s& dugc md ta ddy da hon dudi day véi
sir tham khdo t6i cac hinh v& kém theo, trong do, cac phuong an thuc hién cu thé cia séng
ché dugc thé hién. Tuy nhién, sang ché co thé dugc bao gbém & nhiéu dang khac nhau va
khong duge hiéu 14 bi giéi han & céc phuong 4n dd chi ra & day; ma cic phuong an nay
dugc cung cép lam vi du nh& d6 phin md ta nay s& 1a diy da va thong subt, va s& chuyén
tai ddy du pham vi bao ho cia sang ché toi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥
thuat nay. Céc sd chi dan giéng nhau dé cap t6i cac thanh phan giéng nhau.

Fig.1 14 gian d6 khdi minh hoa thiét bi, dugc ky hiéu chung 13 1, d phan biét cac
ving trong chudi cc hinh anh theo sang ché. Thiét bi bao gdm thiét bi 10 bao gbm bd xir
Iy 11 va bd nhé 12. Thiét bi 10 c6 thé 12 mdt bd phén ciia my tinh. B xir Iy 11 c6 thé
dugc bb tri dé ghi lai hinh dang va vi tri ctia céc vung trong 4nh. Hinh dang va vi tri nay
c6 thé duge luu duge két hop v6i hodc cing véi hinh anh, vi dy, trong co s& dit liéu trong
bo nh¢ 12. B xir 1y 11 con ¢6 thé duge bd tri dé danh gia anh d& nhéan dién cac ving
danh déu anh theo tiéu chi lya chon xac dinh trude. ch} xtr 1y 11 ¢6 thé con duoc bd tri dé
so sanh hai hinh &nh va nhén dién cac ving danh du anh ¢6 mdt & mot trong cac hinh anh
nay nhung khong & trong cc anh con lai. Bo xir Iy 11 ciing c6 thé duge bd tri dé chén céc
ving danh déu anh méi co cung hinh dang va vi tri v6i viing danh d4u anh da duoc nhén
dién vao trong anh khéc, trong do6, cic chit danh ddu dugc chén vao cé thé nhan dién
duoc trong hinh anh khac nay nho dic diém don nhét.

Theo mot phuong 4n, by phan chup anh 13 dugc két ndi vai thiét bi 10. Bo phan

chup anh 13 13, vi dy, 1 camera CCD s6 hoic méay quét dang s nhu b quét phim duong.
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Theo céach khéc, thay vi cé b phén chup anh 13 dugc két nbi t6i thibt bi 10, cac hinh anh
c6 thé duogc cung cép cho thiét bi 10 bang cach két ndi véi vat ghi luu trit, nhu bd nhé
USB, chira c4c hinh anh. C4c hinh anh duoc cung cép c6 thé duge luu trong bd nhé 12.

B phan dau ra 14 c¢6 thé duoc két ndi t6i thiét bi 10 dé cung clp dau ra tir thiét bi
10 t6i ngudi st dung. B6 phan ddu ra 14 nghia 13, vi dy, man hinh hién thi nhu man hinh
may tinh hoic man hién thi dién thoai di dong. T6t hon 1a déu ra & dang giao dién phin
mém, nghia la giao dién dd hoa cta nguoi st dung dé hién thi hinh anh. Tét hon 14 thiét bi
10 bao gém b0 phén d4u vao 15 dé nhan dau vao cua ngudi sit dung. Cac vi du dién hinh
vé bd phan du vao 15 13 ban phim hodc cac phwong tién két ndi dit lidu.

Fig.2a néi chung minh hoa phuong phép theo sang ché dé phan biét cac ving dénh
dAu trong chudi cac hinh anh c6 thé dwoc thuc hién trong thiét bi 10. Phuong phép nay
bao gbém cac budc sau:

- Buéc thir nhét 211 danh gia chudi cac anh sb so cdp dé xac dinh cac vung dénh
déu anh theo tiéu chi lya chon xac dinh trude.

- Budc tht hai 212 tao anh méi, dwa trén chudi cac hinh anh nay, béng cach dua
vao cac chit danh d4u méi twong tng véi céc ving d4nh déu anh duoc xac dinh trong
bude 211 trude d6, sao cho cac chit danh dau nay co thé nhén dién duoc.

Phuong phép nay s& duge mo ta chi tiét kém theo céc Fig.2b va Fig.1.

Buéc 221 bao gém tao ra chudi N anh sb so cép, I, I,..., In trong d6, N 1a sé
nguyén bang hodc 16n hon 2. C4c hinh anh nay dugc cung cép bdi bd phan chup anh 13
hogc bdi bd phan luu trit (khéng dugce thé hién) dugce két ndi ti thiét bi 10.

Chudi N anh s6 so cip duoc cung cép bang cach chup anh 14t cit mé theo quy trinh
phat hién sau day (cling dugc mo ta & trén va dugc minh hoa bai Fig.8):

1) cho lat cit mo tiép xtic véi phuong tién phat hién phan tir cu thé gdy ra sy lién
két dac hiéu v6i thanh phén cu thé cta chudi cac chét danh déu té bao xac dinh trudce nays;

2) rira 14t cat md dé loai b phuong tién phat hién phéan tir khong duoc lién két voi
chét dénh d4u té bao bét ky;

3) bd sung co chét thich hop gay ra sy tao thanh polyme c6 thé phat hién dugc;

4) rira lat cdat mo de loai bo co chat con lai; va
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5) quét/chup anh 14t cit mo d& tao ra anh sb so cip c6 thé chira mot hodc nhidu
ving danh d4u chua dugc xac dinh lién quan dén sy tao thanh polyme c6 thé phat hién
duoc.

Quy trinh phét hién dugc lap lai mot s 1dn mong mudn. Budce 5 (twong Gng vai
buéc 817 trén Fig.8) tao ra anh sb so cip trong moi chu ky xur ly. Do do, N chu ky tao ra
chudi N hinh anh.

Quy trinh nay tao ra cdc hinh anh trong d6, hinh anh In+1 bao gom it nhét cing sé
lrong ving danh d4u anh chua dugc xac dinh véi hinh anh I, v6i 2<n<N, trong d6, n 1a sb
nguyén. Do d6, chudi cac hinh anh bao gém s lugng ting dan cia cac ving d4nh dau
chua dugc xé4c dinh trong d6, hinh anh In bao gdm s lwong 16n nhat cua céc vung danh
diu chua duoc xé4c dinh va I bao gdm sd lwong nho nhét cua céc ving dénh du chua
dugc xac dinh.

Tiép theo, budc 222 bao gdm danh gid moi hinh anh I, v4i 1<n<N theo tiéu chi lua
chon xac dinh trudc, va x4c dinh cdc ving danh ddu anh. Cu thé, cac viung danh ddu chua
dugc xac dinh dugc danh gid. Céc ving trong hinh 4nh ma dap mg tiéu chi lya chon dinh
trudc duge xac dinh 14 cac ving danh ddu anh. Nhu da dugc dé cap t6i trong phan dinh
nghia & trén, c6 thé 1a tiéu chi kich thudce, tiéu chi hinh dang va tiéu chi mau sic. Tiéu chi
Iya chon anh hudng 16n t6i két qua cua quy trinh déanh gia. Vi dy, mtrc ngudng twong dbi
cao lién quan t6i kich c& tao ra cac hinh anh rd hon dé dang dé danh gia nhung ludn c6 roi
ro 1a cac cu tric lién quan c6 kich thuéc nhéd hon sé khong dugc phat hién. Do d6 khi
quyét dinh tiéu chi lwa chon, tt hon néu xem xét dit lidu lién quan t&i céc t& bao va cac
cdu tric té bao thuong c6 mit trong 14t cit clia loai mé sép duoc nghién ctru. Nguoi ¢
hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat s& c6 hiéu biét nay.

Ving bao gdbm mét hodc nhidu diém anh. Ngoai ra viing ndy c6 thé dugc xac dinh
1a nhiéu diém anh lién ké trong hinh anh. Cach ma ving dugc x4c dinh c6 thé 1a mot phin
cua ti€u chi lya chon x4c dinh trude. Ti€u chi nay cé thé, vi du, bao gém ti€u chi 1a chi
cac vung 16n hon hai muoi diém anh duoc xéac dinh 1a cac ving danh diu anh. Tiéu chi
khéc c6 thé 1a cac diém anh tao thanh vung nay nén twong ty véi mot hinh dang cu thé.

Budc 222 twong ng véi bude 211 trén Fig.2a.
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Budc 223 bao gdm tao ra anh sb thir cAp méi Inew Anh méi nay c6 thé mé ta cing
mot di tugng véi chudi cac hinh anh. Cu thé, anh méi nay c6 thé 13 ban sao clia mot
trong sd cac anh sb so cép trong chudi cac hinh anh. Theo phuong an thuc hién nay, Inew
c6 thé dugc tao ra bang cach sao chép mot trong sb cac hinh anh trong chudi cac hinh
anh.

Thuan loi 13, 4&nh méi nay md td mau md gin nhit véi miu mod ban déu, nghia 1a
trude chu ky ctia quy trinh phat hién bat ky. Co6 thé dat duoc diéu nay bang cach chup anh
lat cit mo, nho d6 tao ra anh Lo, trude khi chu ky cua quy trinh phat hién thtr nhit duoc
thyc hién. Theo phuong 4n thuc hién nay, hinh anh Ip ¢6 thé dugc tao ra trong budc trude
buéc 221 tao ra chudi cac hinh anh.

Theo cach khéc, anh méi nay c6 thé 13 hinh anh tréng, nghia la khong c6 ndi dung
bét ky nao. Hinh anh tréng c¢6 thé duoc tao ra bdi bo xtr ly 11. Hinh 4nh trdng nghia 13, vi
du, anh trong d6, tAt ca cac tri s& diém anh, vi du tri s6 RGB, dugc dat b%mg khong.

Theo phuong an thyc hién khéc, anh méi ndy duge tao ra bing cach chup anh sau
khi nhudém ban dau miu mod bing phan chét nhuém chuin nhu hematoxylin, hodc chét
nhudm khac bat ky cung cp thong tin gia tri vé phén nén moé va khong gdy can trd cac
budc hoa hoc md mién dich va budc phét hién tiép theo.

Ciing can hiéu ring 4nh méi c6 thé duoc tao ra i, vi dy, bd phan chup anh hoic tir
bd nh¢ va phuong phap nay khong bi han ché vao mét trong cac phuong 4n thay thé.

Céc viing danh d4u anh méi c6 thé dugc chén vao trong Inew theo thir tur bt ky.

Ciing can hiéu réng budc 223 tao ra anh méi lnew c6 thé duge thuc hién trude budce
222 danh gia moi hinh anh hodc trudc bude 221 tao ra chudi hinh anh, nghia 14 budc tao
ra anh méi khdng phu thudc vao cac budc trude do.

Budc 224 bao gdm chén cac ving danh ddu anh méi, trong anh méi Inew - V6i moi
hinh anh I, v6i 2<n<N, c4c ving danh ddu 4nh mé&i dugc cheén vao trong Inew vOi cung
hinh dang va vi tri v6i cac viing d4nh d4u anh c6 mat trong anh I, nhung khong ¢ trong
anh In1. C6 thé dat dugc diéu ndy bang cach so sanh mdi hinh anh I, v6i hinh anh I, tiép
theo va nhan dién cac viing danh ddu anh c6 mat trong 1, nhung khong & trong ln.1. Panh
gia nay khong nhét thiét phai dugc thuc hién cho n theo thtr tu cu thé va thuc té c6 thé

duge thuc hién theo thtr tu bt ky dugc phat hién ra 14 thich hop. Tuy nhién, diéu quan
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trong 14 thtt tw clia cac hinh 4nh nim trong chudi dugc gilt nguyén va chi cd cac ving
danh déu anh c6 mat trong anh I, nhung khong & trong anh ln.1 dugc nhan dién.

Céch dé so sanh va chén céc ving danh d4u anh c6 cung hinh dang va vi tri vao
trong anh méi c6 thé dugc thuc hién theo nhidu cach, nhu di biét boi ngudi ¢6 hidu biét
trung binh trong linh vyuc k¥ thuat. Cac vi du 1a luu cac thong s hinh dang va/hogc vi tri
trong co so dit liéu va; sir dung chirc ning sao chép-dan trong phin mém chinh stra anh;
v.v.. Buédc 224 s& tiép tuc duge giai thich lién quan téi cac Fig.4-5.

Ngoai ra, cic viing danh ddu anh dugc chén vao trong Inew dugc 1am cho c6 thé
nhén dién dugc trong Inew nhd dic diém don nhét, cu thé 12 tri sé don nhit cia dic diém
don nhat. Dic diém c6 thé nhan dién duoc 12 dic diém khong ¢6 mit tir dAu trong Inew va
c6 thé, vi du, 1a mau sic. Trong trudng hop nay, tri sé don nhit ciia mau sic c6 thé 1a sic
thai riéng bi€t va don nhét. Piéu quan trong 12 tri sb nay 1a don nhét cho phuong tién phét
hién phan tir cu thé dugc st dung trong chu ky ctia quy trinh phat hién tao ra hinh anh I,
va tiép theo 13 thanh phan hodc ciu trac twong Umg. Muc dich cta dic diém/tri s don nhét
1a chung phén biét chat danh du hinh anh khac nhau tao thanh tir cdc chu ky khac nhau
cua cac quy trinh phat hién va do d6 1a, cac phuong tién phét hién phan tir khac nhau cho
cac thanh phan/cac té bao so cdp khac nhau va cac cdu tric cta 14t cit md. Theo mot
phuong 4n thuc hién, dic diém don nhét 13 cic chit dénh déu truc quan trong anh mdi.
Theo mot phuong 4n thuc hién, dic diém don nhét 12 mau chung va tri s6 don nhét cua
dic diém don nhét 12 mau cu thé lién quan dén chit danh diu té bao cu thé.

Theo phuong 4n thyuc hién khéc, diac diém don nhit cho cac viing d4nh d4u anh tao
thanh tir In 12 su két hop/két ndi sb hoa gilta cdc viing danh d4u anh va cac thanh phan
va/hodc céc cAu tric twong Ung nhim dénh diu trong chu ky n ctia quy trinh phat hién. Su
két hop/két ndi duoc luu trong két hop/két ndi téi hinh anh I,, nhu trong co s¢ dit li€u
duoc két hop trong bd nhé 12.

Budc 211 danh gia chudi cac hinh anh dé x4c dinh céc ving d4nh du anh theo tiéu
chi lya chon x4c dinh truéc s& duge mo ta tham khao téi Fig.3.

Fig.3 minh hoa anh s6 so cép Ij, mé ta miu md. Hinh anh tao ra tir chu ky cta quy
trinh phat hién dugc mo ta & trén va nhu duge minh hoa béi Fig.8. I1, bao gém céc thanh

phén va cdc clu trac khac nhau twong ng v&i cac thanh phan va cdc cdu tric cia lat cit
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md. V&i muc dich d& hiéu hon, cac thanh phén va céc cAu tric ctia miu mod duoc thé hién
bang cac dang hinh hoc duge don gian hoa trén Fig.3. Thyuc té 13, hinh anh nay thudng
bao gém hang nghin thanh phan va cu trac.

Trong vi du nay, quy trinh phat hién dugc chon sao cho viéc tao ra polyme cé thé
phat hién dugc din t6i sy thay dbi mau sic trong vung ma trong do, polyme dugc tao ra.
Su thay d6i mau sic 12 sao cho cac viing ndy tré nén t6i hon. Khi bi tac dong bdi quy
trinh phat hién (buéc 815 trén Fig.8), cac ving trong do, sy tao thanh polyme c6 thé phat
hién dugc da dugc tao ra duge goi la cic vung danh diu chua duoc x4c dinh. Trén Fig.3,
cac ving danh ddu chua dugc xé4c dinh duogc chirala 31a, 32a, 33a va 34a.

Do céc vung dugc tao ra bdi polyme c6 thé phat hién duoc, ching c6 thé dugc
nhan dién bang cach phét hién polyme nay.

Theo vi du nay, su tao thanh polyme c6 thé phat hién duoc nhidu hon trong mot
ving tao ra viing sim mau hon. Trong quy trinh phat hién ly twdng, sy tao thanh polyme
c6 thé phét hién duogc chi xudt hién cung véi cac thanh phan duoc nhdm t6i khi Iwa chon
cac phuong tién phat hién phan tir cy thé. Tuy nhién, polyme c6 thé phat hién dugc
thuong cling s€ dugc tao ra trong cic ving khéc do phén ung chéo va lién két khong dic
hiéu ctia khang thé phat hién (hodic cac thanh phin dugc sir dung dé phat hién phén tir).
Hinh anh nay c6 thé con bao gdm cac ving danh diu chua dwge xac dinh, ma khong bi
tac dong bdi quy trinh phéat hién. Mong muén loc ra céc viing hdu nhu tao thanh tir cac
thanh phan va cac ciu trac “thyuc”, nghia 14 c4c thanh phan va céc cdu tric duogc du dinh
dugc ddnh diu trong chu ky quy trinh phat hién cu thé. Do d6, mdi hinh anh trong chudi
cac hinh anh dugc ddnh gia, nhu duge minh hoa bai bude 310 trén Fig.3, theo tiéu chi lva
chon xac dinh trude. Tiéu chi lya chon nay duogc chon dé thich hop véi quy trinh phat
hién cu thé.

Tiéu chi lya chon c6 thé bao gbdm nhiéu tiéu chi phu, nhu:

- Ngudng mau sic

- Khoéng mau séc

- Céc dic diém hinh hoc (cac thong sb hinh dang va kich thuéc)

- Ban chét ciia cdc mau nhudm ndm trong viing dugc danh d4u (nghia 1a cac thong

sb két clu; do tao hat, do tho, do nhu¢m mau tron déu, nhuém mau theo diém, v.v.).
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- Vi tri (vi du lién quan t6i cac ciu tric mé c6 thé, vi du, d3 dugc nhan dién trong
14t cét khong dugc nhudm mau hodc sau khi nhuém mau mo nén).

Viéc ddnh gid anh st dung céc tiéu chi ndy hodc tiéu chi tuong tu 1a da biét dbi véi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat va co thé dugc thuc hién béng cach
sit dung phin mém nhu Image] dugc cung cdp bdi Vién sirc khoe qubc gia (National
Institute of Health - NIH), US; Image-Pro Plus bdi Media Cybernetica Inc, USA;
Visiomorph bdi Visiopharm A/S Denmark; Definiens Tissue Studio bdi Definiens AG,
Germany; Genie bdi Aperio Technologies, USA; MATLAB bdi Mathworks Inc, USA;
Adobe Photoshop, v.v.

Ngudng mau nghia 14 ngudng trong thang mau, nhu thang mau HLS (hue-
lightness-saturation — d§ mau-do sang-do bao hoa), trong d6, diém anh véi tri s6 mau sic
trén hodc dudi ngudng cia thang mau cu thé dap tng tiéu chi chon loc phu.

Khoang méau nghia 12 khoang nim trong thang mau, nhu tri s§ R cho hinh &nh
thang mau RGB nam trong khoang cu thé, nhu 200-230. Céac viing v6i cac diém anh c6
céc tri s& diém anh nam trong khoang nay dép tng tiéu chi chon loc phu.

Tiéu chi ngudng mau va khoang mau 1a c6 thé ap dung dugc vdi cac thang mau
khac, nhu thang mau HSB hodc cac thang mau HIS. Nhiéu thang mau khac ciing ton tai
nhu dugc biét rd béi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vurc k¥ thuat.

Céc dic tinh hinh hoc nghia 13 céc théng sb lién quan dén hinh dang va/hodc kich
thudc clia ving. Cac vi du 13 cac thong sb dd tron, déng tron, chidu dai, tinh bat thudng
v.v. Tiéu chi tri s§ hinh dang c6 thé dugc sir dung dé xac dinh céc thanh phén/céc cAu trac
thuc tir cac thanh phan/cac cdu truc khong dung béi hinh dang cua chung. Vi dy, cic day
than kinh c6 hinh dang dai do d6, c4c ving danh du chwa dugc x4c dinh trong hinh anh,
tao thanh tir quy trinh phat hién cac ddy than kinh, ma c6 céc hinh dang khac véi hinh
dang kéo dai c6 thé dugc loai trir khéi viée dugc xac dinh 1a cac vung danh d4u anh cho
hinh anh cy thé.

Nhu duge hiéu bdi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat, cac loai
tiéu chi lwa chon thich hop khéc ciing ¢6 thé dugc sir dung trong sang ché nay. Thich hop

nghia 14 tiéu chi lya chon nay dugc 1am cho thich hop véi viée loc ra cac ving danh déu
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chua dugc xdc dinh hiu nhu duoc tao ra tir cac thanh phén va céc céu tric duge nhim téi
trong chu ky ctia quy trinh phat hién twong tng cu thé.

Theo mdt phuong an thyc hién, tiéu chi lya chon bao gdm ngudng cho dic didm
truc quan, nhu mau séc, két cAu, kich ¢d, hodc dd tron. Pac diém tryc quan nghia 1a mot
s6 loai dic diém bén ngoai cua ving dénh ddu. Chu ¥ ring tinh chit nay khong nhét thiét
phéi quan séat dugc, vi du, trén bd phan dau ra dé 1a déc tinh truc quan.

Tiéu chi Iya chon c6 thé bao g6m mot hodc nhiéu loai tiéu chi néu trén. Su két hop
clia céc loai tiéu chi khéc nhau ciing c6 thé dugc bao gdm, nhu su két hop cua ti€u chi
ngudng mau va tidu chi tri s hinh dang trong d6, ca hai tiéu chi nay phai dugc dap ung
bdi ving danh diu chua duoc xac dinh d dugc xac dinh 1a viing danh déu anh.

Trong vi du nay, ti€u chi lva chon bao gé)m dic diém truc quan, cu thé hon 1a
ngudng mau. Chi cic ving c6 mau sic da ddm dugc x4c dinh 1a cac ving danh déu anh
va do d6 dugce cho la twong quan véi cac thanh phéan va cac ciu tric “thyc”. Do vi du nay
chi bao gdm cac mau sic thang x4m nén ngudng mau cé thé dugc dit & tit ca cac diém
anh v6i cuong dd cua tri sd riéng cao hon trén thang xam nay. Trong thang xam tir 0-1
trong do, 0 twong tmg v6i mau den va 1 twong tng v6i mau trang, tri sb ngudng 0,75 ¢
thé dugc dit. Theo cac phuong an thuc hién khéac bao gdm c4c hinh anh cua thang mau
khéc, vi dy, thang mau RGB, ngudng c6 thé duoc dit theo cach trong (g nhu dugc hidu
bdi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét.

Tiéu chi lya chon khéc tao ra céc két qua danh gia khac va do dé, cac hinh anh tha
cép khac. Trong vi du trén Fig.3, tiéu chi lva chon bao gdm cac diém anh cua cac vung
danh ddu chua dwoc x4c dinh phéi & trén ngudng mau thang d¢ xdm. Nho viée danh gia,
thu dugc anh s6 thit cép Itp v6i ving danh ddu anh 31b. Ving danh diu anh 31b dugc xéc
dinh bing cach danh gia ving d4nh diu chua duwoc xac dinh 31a déap tung ti€u chi lya
chon. Cac viing dénh d4u anh chua duoc xé4c dinh 32a, 33a, 34a khéc khong dap ung ti€u
chi lya chon va do d6 khong dugc xé4c dinh 14 cac ving danh d4u anh. Trong bude 311, bd
sung thong tin vé viéc danh gid, bao gdm vi du céc thong s6 khong gian hinh hoc (céc hé
toa d6) hodc chi sb hinh dang ctia ving danh ddu dugc danh gi4, dugce luu trong hoic lién
két/két hop vai hinh anh thtr cip lib, nhu trong co sé dir lieu két hop. Co s¢ dit liéu nay

sau d6 c6 thé dugc cép nhat voi thong tin lién quan tdi cac vung danh dau chua dugc xac
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dinh ma dugc x4c dinh 13 cac ving danh d4u anh. Thong tin nay c6 thé duoc st dung dé
chén cc viing danh diu anh méi vao trong dnh méi trong budce 224.

Hinh anh Iy c6 thé chinh xéc 1a cung mdt hinh &nh véi I1, hodc né c6 thé dugce sao
chép va/hodc chinh sira bang k§ thuat s, nhu bang cach chén mot déu hiéu truc quan bdi
c4c ving d4nh diu anh. Tuy nhién, anh sb tha cép khong bi giéi han vao cung mot hinh
anh nhu anh s6 so cép.

Khac biét giita anh s6 thtr cdp va anh s so cép 1a anh sb tha cép dugc danh gia dé
xé4c dinh cac viing danh ddu anh, khi d6 anh sd so clp 1a dit liéu tho chua dugc chinh stra
va chua duge dénh gia. Anh sb dugc chinh sira hodc duge tao ra trong phuong phép nay
duogc goi 12 hinh anh thir cdp do né khong phai 1a cac hinh anh tho thu dugc mot cach truc
tiép tlr viéc chup anh hodc quét dang sb. Do d6, cac anh moi cling dugc tao ra trong, vi
du, buéc 212 va 224 clia sang ché nay dugc goi 1a cac anh sb tha cp.

Theo mét phuong an thyc hién, ngudi stt dung c6 thé danh gia anh sb so cép bing
cach sir dung phdn mém 4anh va xac dinh céc ving danh diu anh theo tiéu chi lya chon
dinh trudc, nhu cudng d6 mau sic riéng, phin bao quanh va hodc hinh dang. Céc vi du vé
phin mém hinh anh hitu dung cho viéc dénh gia kidu nay 1a Image-Pro Plus bdi Media
Cybernetica Inc, M§; Visiomorph bédi Visiopharm A/S Dan Mach; Definiens Tissue
Studio béi Definiens AG, Ptrc; va Matlab bdi Mathworks Inc, My.

Buéc 212 tao anh méi bang cach chén cac chit danh ddu méi co thé nhan dién
duoc va phén loai duge tuong Ung véi cac viing ddnh déu anh xac dinh duge s& duge mod
ta c6 tham khao téi Fig.4.

Fig.4 boc 1§ chudi hinh anh theo mdt phuong an thuc hién cta sang ché nay. Céc
hinh anh Iy, I, I, 14 tao thanh chudi ctia N hinh anh, trong d6, N=4. Dbi tuong duge mo ta
trong mdi hinh anh 1a 14t cit md (hodc mot phin cua l4t cit md). Mi hinh anh bao gdm
(cing mét phan ciia) cing mot 14t c&t mo. Mbi hinh anh ndy dugc danh gia theo budc 211
va budc 222.

MJi hinh anh bao gdm cac ving danh d4u anh: I, bao gbébm ving d4nh du anh
411a; I bao gébm céc ving dénh ddu anh 411b va 421a; I3 bao gdm cac ving danh déu
anh 411c, 421b, 431a, va 432a; va 14 bao gdm cac ving danh d4u anh 411d, 421¢, 431b,
432b, 441a, va 442a. Thong tin lién quan téi cac ving danh ddu anh, nhu thong sb vi tri,
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cac théng sb hinh dang, céc tri s6 mau sic, cac tri s6 cudng do, v.v., tdt hon, néu dugc luu
trong hoic lién két/két hop v6i chinh hinh anh d6, nhu trong co so dit lidu dugce két hop
v6i hinh anh. Co s¢ dit liéu nay co thé duogc bd tri trong bd nhé 12. Céc thong sb, vi du,
dugc luu theo bude 311 trén Fig.3 (dugc mo ta & trén).

Nhu dugc boe 16 & trén, cac hinh anh trong chudi hinh anh bao gbm it nhét cing
mdt lwong hodc thuong 1a lwgng ting cua cac ving déanh d4u anh. I4 bao gdm lugng 16n
nhét ctia cac ving danh ddu anh va I; bao gbm luong nho nhét cua céc viing danh d4u anh.
I bao gdm it nhat ciing mot lwong cua cac ving danh du anh v6i L1 véi n=2, 3 hoic 4.

Bing céach so sanh Iy, I3 va/hodc thong tin lién quan téi chung trong co s& dit liéu
duoc két hop, phat hién ra ring cic ving danh ddu anh 441 va 442a 14 co mat trong I
nhung khong & trong Is. Do d6, cac ving danh ddu anh méi c6 cung hinh dang va vi tri
v6i cac viing danh du anh 441 va 442a dugc chén vao trong Inew theo budc 224. Ngoai ra
cac vung danh diu 4nh méi duoc 1am cho ¢6 thé nhan dién dugc nho dac diém don nhét,
cu thé 1a tri s§ don nhét cta dic didém don nhét.

Trén Fig.5a va 5b, cac vi du v& cac anh méi dugce tao ra. Ching c6 thé thu dugc
trong vi du ndy. Anh m&i Inew trén Fig.5a dugce tao ra bang cach sao chép mdt trong cac
hinh 4nh I;-Is, nhu vi du I. Trén Fig.5b, 4anh m&i Inew dugc tao ra bﬁng cach tao hinh anh
rdng, nghia la khong c6 thong tin bét ky no. |

Nhu duge bde 16 & trén, cac ving danh d4u anh méi c6 cung hinh dang va vi tri v6i
cc ving danh ddu anh 441 va 442a duoc chén vao. Trén cic Fig.5a-5b, cac ving nay
duogc goi la 541 va 542.

Trén céc Fig.5a-5b, cac dic diém don nhit 1a cic d4u hiéu truc quan va bao gdm
céc mau don nhit cho cac ving danh ddu anh dugc chén vao ctia nhém cu thé. Céc ving
danh d4u anh 541 va 542 thudc nhém céc ving dang dugc danh d4u trong chu ky cia quy
trinh phat hién gitta bude chup anh I3 va buéc chup anh Is. Ddi véi cac ving danh d4u anh
541 va 542, d4u hiéu truc quan cta dic diém don nhét 14 mAu chdm chém.

Dé chén cac ving danh ddu anh 541 va 542 ¢6 cung hinh dang va vi tri vGi cac
viing danh ddu anh 441 va 442a, co s& dir liéu c¢6 thé bao gdm théng tin lién quan t&i cac
vung danh diu &nh 441a va 442a. Nhu dugc bdc 10 & trén, thong tin nay ¢ thé duoc luu

trong co s& dit liéu trong bude bd sung 311 trén Fig.3. Hon nita, phuong phép theo Fig.2b

-30-



21046

c6 thé bao gdm budc bd sung 1a bude ghi lai hinh dang va vi tri cia mdi viing danh diu
anh duoc nhén dién theo tiéu chi lya chon xac dinh trude. Nho hidu biét vé& hinh dang va
vi tri cia cdc vung déanh diu &nh 441a va 442b, céc viung danh d4u anh méi 541 va 542 co
thé duge chén vao. Nhu c6 thé duoc hiéu bsi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
ky thuat, cic viing danh diu anh méi c6 thé dugc chén vao trong anh méi badi cac quy
trinh khéc da biét trong linh vuc k§ thuét nay.

Bing cach so sanh I5 véi I, céc viing danh diu anh 431a va 432a dugc xé4c dinh 13
c6 mit trong I3 nhung khong & trong I,. C4c viing danh ddu anh m&i 531 va 532 ¢6 cung
hinh dang va vi tri v6i cac viing ddnh d4u anh 431a va 432a dugce chén vao trong Inew.
Trén cac Fig.5a-5b, d4u hiéu truc quan cua dic diém don nhét cta 531 va 532 1a miu
duoc t6 kin.

Bing cach so sanh I, v6i 1, ving danh du anh 421 duoc xé4c dinh 14 c6 mit trong
I nhung khong & trong I1. Ving dénh ddu anh méi 521 c6 cing hinh dang va vi tri vgi
viing danh ddu anh 521a dugc chén vao trong Inew - Trén Fig.5a va 5b, ddu hiéu truc quan
ctia dic diém don nhit cia 521 12 mAu duoc gach chéo.

Do I1 1a két qua cua chu ky thir nhit cia quy trinh phat hién, I khong nhét thiét
phai dugc so sanh véi hinh anh bat ky nao khéac. Trong vi du nay, ving danh ddu anh 411
duge xac dinh 12 ¢6 mit trong 1; va do d6 c6 ngudn gdc tir chu ky cia quy trinh phét hién
tao ra I1. Viing danh d4u méi 511 duge chén vao trong Inew €6 cling hinh dang va vi tri véi
411a. Ngoai ra vung danh dAu anh 511 duoc 1am cho c6 thé nhan dién dugc theo dic diém
don nhét. Trén Fig.5a va 5b, du hiéu tryc quan cta dic diém don nhit cua vung danh dau
anh 511 1a mAu duoc ké 6 vubng.

Nho d6 anh méi Inew duge tao ra bao gém céc ving danh ddu anh da duoc phéan
loai theo chu ky phat hién va do d6 theo d4u hiéu té bao va té bao so cép ma mdi ving
danh d4u anh thé hién. Nho phuong phép theo séng ché ndy, nhiéu té bao hodc ciu trac
mo ¢6 thé duoc nhén dién va dugc phan loai bing céach sir dung k¥ thuat 1ap lai cing mot
loai quy trinh phét hién. Cc cht danh déu duoc st dung, nhu cac polyme c6 thé phat
hién dugc hodc cac thudc nhudém huynh quang, dé danh d4u cac thanh phén hoic céc ciu
tric mo khong cén phai la don nhit. Mot kiéu don nhét cia polyme c6 thé phat hién dugc

hozc thudc nhudm huynh quang cé budc song cu thé c6 thé duoc sir dung trong moi chu
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ky ctia quy trinh phét hién, va tao ra cdc viing danh ddu c6 cing mot cudng do, mau sic
hodc bude séng phat xa anh sang. Uu diém nay dugc minh hoa béi hinh anh I4 trén Fig.4
va Inew trong vi du Fig.5a. Véi céc k¥ thuat da biét, két qua ctia nhiéu quy trinh phat hién
tao ra hinh anh Is. O déy, cic ving danh diu 13 khong thé phan biét vé6i nhau, nghia la
khong thé quan sat thy loai t& bao hodc cdu tric md so cép nao duge thé hién trong vung
hinh anh trong I4. Tuy nhién, theo sang ché nay trong d6, viéc chup nhidu 1an dugc két
hop véi phuong phép phén tich hinh anh da dugc boc 16, anh bao gdm céc ving danh du
anh véi phén loai c6 thé dat duogc theo cach don gian va hiéu qua. Nhiéu van d& véi céac
k¥ thuat da biét nhu han ché coa viéc phat hién nhiu chit danh ddu ndm trong cung mot
14t cat, c6 thé dugc khic phuc.

Céc Fig.6a-6b minh hoa cac vi du vé cac dic diém truc quan don nhét cho céc
ving danh du anh dwoc phén loai trong hinh anh lnew theo sang ché nay. Céc hinh anh
ndy mo td mau moé véi cac thanh phin va cac cdu truc. Cac hinh anh duge tao ra nho
phuong phép cia sang ché nay.

Trén Fig.6a, dédc diém don nhét 13 c4c mAu khéc nhau.

Trén Fig.6b, dic diém don nhét 1a mau xam va cac tri s don nhét 1a cac cuong do
clia mau xam va cu thé 1a céac cudong do thang xam khac nhau. Anh méi ¢6 thé bao gém
nhiéu dic diém, nhu cic mau sic khac nhau, va cic mau sic nay cé thé con duge chia nhd
thanh céc tri s6 don nhit ma céc tri s6 nay c6 thé 1a cac cuong d¢ khac nhau cua cac mau
sdc khac nhau.

Trén Fig.6¢c, dic diém don nhét 1a cac ky hiéu khac nhau. Theo phuong én thuc
hién nay, c4c ky hiéu 1a cac ky tw, nhung chiing ciing c6 thé 14 cac sb, cac ky hiéu hinh
hoc, v.v. hodc td hop clia chiing. Céc ky hiéu dugc bd tri trong anh 6 Inew gan ving danh
d4u 4nh ma noé thé hién, sao cho 15 12 n6 duoc két hop véi chit danh diu hinh anh
nao.

Nhu duge dé cép trén déy, ciing can hiéu ring dic diém don nhét khong nhét thiét
phai 1a dac diém truc quan dugc bd tri trong 4nh méi. Thay vao d6, né ¢6 thé, hodc két
hop vdi, d4u hiéu truc quan 1a thong tin dang sb, nhu tri sb dang s6 don nhit, trong d6 cac

ving danh dau anh cia mot nhém duge két hop véi nhau. Thong tin nay c6 thé dugc luu
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trong co s& dit liéu, va uu tién 1a trong co sé dit liéu néu trén bao gém thong tin vé cac
dic diém vi tri, hinh dang, va nhudm mau khéc clia cia cic ving danh d4u anh.

Fig.7 minh hoa mot phuong 4n thyc hién ctia séng ché nay trong do, giao dién dd
hoa, dugc ky hiéu 1a 7, duge st dung dé cung cip cho ngudi st dung véi thong tin lién
quan t6i phuong phap theo sang ché nay. Chuong trinh may tinh tao ra giao dién d6 hoa 7
c6 thé duge luu trong bd nhé 12 va dugce thuc hién bdi bd xi Iy 11. Theo cach khac,
chuong trinh may tinh c6 thé duge luu trén bd phan luu trit thich hop bét ky, nhu thé USB
hozic CD-ROM. Chuong trinh may tinh con ¢6 thé thuc hién phuong phap phén biét cac
viing danh déu trong chudi cac hinh anh theo séng ché.

Giao dién 6 hoa 7 bao gbm cira sb db hoa 71 dugc cung cdp cho ngudi sir dung
qua bo phan dau ra 14, nhw man hinh maéy tinh, lién quan t6i thiét bi 10. Ngudi sir dung
c6 thé cung cdp dau vao cho chuong trinh mdy tinh, nhu lya chon, bang bd phan diu vao
15, nhu chudt may tinh hogc ban phim, két nbi vai thiét bi 10.

Cira s6 dd hoa 71 bao gbm anh 72 twong Ung voi anh méi Ihew duoc tao ra boi
phuong phap theo sang ché nay. Theo phwong 4n thuc hién nay, hinh &nh 72 m6 ta cing
mdt 1at cat mo nhu trén cac Fig.4-5.

Cira s6 @b hoa 71 con bao gdm it nhit mot hop 75 dé 1am twong thich cach quan
sat hinh 4nh 72. Hop 75 c6 thé bao gdm hop lya chon 76 dé cung cép lya chon giita cac
phuong an khac nhau. Theo phuong 4n thyc hién nay, hdp 75 cung cip lya chon nhom
quéan thé té bao so clp nao cin dugc 1am ndi ro trong hinh anh 72. Bang cach Iya chon
"cac té bao lympho B" trong hop lya chon 76, cac ving dénh ddu anh 751 va 752 lién
quan dén céc té bao so cdp té bao lympho B dugc 1am ndi rd. Méi lien quan gitta ving
danh ddu anh va té bao so cip co thé duge luu trong co s& dit liéu, trong dé, thong tin vé
mdi lién quan nay c6 thé thu dugc bdi chwong trinh may tinh tr co s& dit liu. Co s& dix
liéu c6 thé thu dugc boi phuong phap theo sang ché nay nhu dugce bdc 10 & trén, cu thé
bdi bude 311. Céc lwa chon khac dugc cung cip béi hop 75 khong bi han ché vao viéc chi
bao gdm moét loai té bao, ma c6 thé con bao gdm nhom cua nhiéu loai té bao.

Cira sb dd hoa 71 c6 thé con bao g@)m nhiéu hop lua chon hodc cac phuong tién

1am twong thich thich hgp khac nhu céc hop danh d4u, nhiéu cira sé lya chon, v.v..
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Cira s6 d6 hoa 71 con bao gdbm hép 77 duogc két hgp v6i hop thong tin 79. Thong
tin dugc cung cép trong hop thong tin lién quan dén cic ving danh d4u anh cua hinh anh
72. Thong tin nay c6 thé thu dugc boi co so dit lidu bao gbm thong tin vé cac vung danh
d4u anh cta hinh anh 72. Hop luva chon 77 bao gém hop lya chon 78. Nguoi st dung ¢
thé chon gitta céc loai thong tin khac nhau dé thé hién thong tin cu thé nhu vay v& céc
ving danh ddu anh trong hop thong tin 79. Trong vi du dugc minh hoa nay, nguoi su
dung lua chon dé thé hién cac toa do béng cach chon "hé toa d§ X, Y" trong hdp Iua chon
78. Thong tin vé cac toa dd x va y cua cidc vung danh d4u anh duoc 1am ndi bat 751 va
752, dugc chon boi hop Iwa chon 76, duge cung cdp boi hop thong tin 79.

T4t nhién, giao dién dd hoa 7 ¢6 thé c6 nhidu dang khic nhau va bao gém nhiéu
chirc néng khac nhau. Do d6, cic thong tin vé cac ving danh ddu anh c6 thé duogc cung
cAp toi ngudi sir dung béi giao dién dd hoa 7 1a khong bi han ché vao vi du nay. Nho
phuong phap dugc yéu cau bao hd, ngudi sir dung cé thé duoc cung cép théng tin nhu:

- dién tich, dugc thé hién, vi du bang pm?, cho viing d4dnh dau bat ky.

- c4c tri s6 hinh dang cho viing d4nh d4u anh, vi dy, chu vi va dd tron

- céc tri sb cuong do, vi du, mét dd trung binh cta céac diém anh trong vung danh
du anh

- c4c khoang cach nam trong hinh anh, vi du, cac khoang céch giita hai ving danh
déu anh

- cAc hé sb twong quan khong gian gifta c4c viing danh d4u anh, hodc cac nhoém cua
cac vung danh diu; Vi dy, béng cach sir dung cac thuit toan théng ké trong phén mém,
ngudi str dung c6 thé thu thong tin v& quan hé khong gian gifta, vi du, cac ving danh diu
tuong tng voi cac té bao lympho B va cac ving danh diu trong cung mdt vung mo tuong
g v6i nhém té bao, vi du, cac té bao lympho T.

Ciing can hiéu rang khi 4p dung sang ché ndy dé cat lién tuc cac 1at cit mo (vi du,
30 14t cit lién tiép, mdi lat co do day ¢ dinh 1a, vi du 4um?) giao dién dd hoa tuong tu
nhu dugc boc 10 trén Fig.7 ciing c6 thé hién thi phan bd ba chiéu cua cac viing danh diu
anh dudi dang hinh anh 3D. Tuong ty, sau d6 ngudi st dung c6 thé thu thong tin 3D vé

cac vung danh dau anh, nhu céc toa d6 x, y, va z cla ching. Bang cach sir dung cdc thuét
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toan da biét d¢ dung hinh 3D, ngudi sir dung c6 thé thu duge cac phép tinh (hodc cac man
hién thi d6 hoa) v thé tich cua t& bao hodc cAu trac md duge danh diu.

Chuong trinh may tinh va giao dién dd hoa 7 nén dugc coi la cac phuong tién dé
cung cép cho nguoi st dung thong tin ma c6 thé duge tach tir céc hinh anh cia phuong
phap theo sang ché nay. Cach dé tach va luu thong tin nay trong, vi du, co s& dit liéu 1a
hiéu biét chung déi v6i nguoi c6 hiéu bibt trung binh trong linh vuc k¥ thuat. Cach dé tao
ra chuwong trinh may tinh dé thuc hién cac chirc ning dugc mé ta trén ddy cling c6 thé
dugc thuc hién boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy. Ciing can hiéu ring
chuong trinh méy tinh nay khong bi han ché vao cac dic diém dugc md ta trén day, va co
thé, vi dy, bao gdm céc chirc ning da biét ro khac nhu viée chinh sira va duyét lai cac anh
s6. Giao dién d6 hoa 7 con c6 thé bao gdm cac chirc ning dé thyc hién viéc danh gia céc
anh s so cip.

Tém lai, séng ché nay boc 1 phuong phép phén biét cac ving trong chudi cia cac
anh s6, phuong phéap nay bao gdm cac budc: tao ra chudi clia cac hinh 4nh bao gbm cac
vung danh diu chua dugc xac dinh; danh gid moi hinh anh I, véi 1<n<N theo tiéu chi lva
chon xac dinh trude va xac dinh cac ving danh d4u anh 1a cac viing dénh d4u chua dugc
xac dinh dap Ung tiéu chi Iya chon xdc dinh trudc; tao ra anh mdi Lnew; va chén céc ving
danh ddu 4nh m6i trong anh méi Inew, cac viing danh ddu 4nh méi nay c6 cung hinh dang
va vi tr v6i cdc ving danh d4u anh c6 mat trong anh I, nhung khéng & trong anh I,.1, va
cac vung danh d4u anh mai nay co thé nhan dién duoc trong Inew nho dic diém don nhit.

Ngoai ra, sang ché md ta phwong phéap hién thi c4c nhém té bao trong céc lat cit
mo ctia mau md vi phau.

Ngoai ra, siéng ché mo ta phwong phap hién thi phan bd ba chiéu ctia nhidu nhom té
bao trong mau mé vi phiu.

Vi du thye hién sang ché

Sang ché nay s& dugc mo ta chi tiét hon kém theo cac vi du duédi day.

Vi du 1: Xtr Iy md, chudn bi mau, va tao ra cac 14t cit.

Céc md cua nguoi dudi day s€ duge dua vao:

- Pai trang xa clia ngudi: phiu thuat cit bo do viém man tinh va bi nghi ngd viém

dai trang khong déc hi¢u.
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- M6 phdi nguoi tir cac bénh nhan mic bénh phdi tic nghén man tinh (Chronic
Obstructive Pulmonary Disease — COPD) va xo hoa nang (Cystic Fibrosis): cit bd phdi
do bi nghi ngd ung thu phdi, mé dugc phén tich khong bi anh huéng bdi bénh ung thu va
thu dugc & xa khdi u nhit c6 thé.

- Cac hach bach huyét cia ngudi: cac hach bach huyét thoat dich 16n dugc 14y
cling v&i viée ghép phdi do COPD hoic xo hoa nang.

- Amidan ciia ngudi: duoc 1y nhu mot phan cia viée cit amidan thong thuong do
cac dot viém amidan tai phat.

Céc miu (nghia 1a cac khdi ciia mo) tir tht ca céc loai mo dugc nhing va dua vao
qué trinh ham thong thudong bing cach nhing vao trong chit ham thong thuong (4%
formaldehit dugc dém, do pH=7,6). Sau khi hdm qua dém, cdc mau dugc khir nudce trong
mdt loat cac dung dich c6 ndng do ruou (EtOH) tang dan va lan cudi dugc nhing vao
trong xylen. Viéc khit nuéc dugc thuc hién trong may khir nuéc tw dong (Shandon
Hypercenter XP tissue Processor, Shandon/ThermoFisher Sceintific, Waltham, MA,
USA). Cac miu da khir nude sau d6 duge vii vao trong parafin tai nhi¢t d§ 60°C s dung
mdy VUi parafin. Céc lat cit parafin (4pum) dugc tao ra véi thiét bi vi phiu cét parafin
thong thuong (thiét bi vi phiu parafin Microm HM360, Microm, Dtrc) va dugc gin 1én
cac phién kinh hién vi tiéu chudn. Céc 14t cit sau d6 s& dugc bao quan ¢ nhiét d6 4°C cho
té1 khi st dung.

Vi du 2: Nhudém héa hoc md mién dich nhiéu lan va tao chudi cac anh sd.

Nhuoém héa hoc md mién dich duge thuc hién béng cach str dung robot héa hoc mo
mién dich dugc ty dong hoa (Autostainer CL-classic; Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark) v6i hé thong phat hién DAKO REAL EnVision), phuong phép tiéu chudn nhay
nhim muc dich phét hién cac khang thé chudt hodc tho so cép (IHC kit Code K5007,
Dako Cytomation, Denmark; chi tiét xem thém www.dako.com). Céc khang thé so cép
dugc str dung dé phat hién cac khang nguyén dic hiéu té bao (trude day dugce goi la "cac
chit danh diu té bao") dugc liét ké trong Bang 2 va dugc st dung 1én cac 14t cit & do pha
lodng dugc dé nghi bdi cdc nha san xuét thuong mai dé nhuém hoa hoc mod mién dich cho

cdc md clia ngudi duge chuan bi cho kiém tra bénh ly thong thuong (nghia 13, cac lat cit
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tir cac mau duoc ham formalin va dugc vii vao parafin). Cac vi du vé chudi cac chit danh
du duogc sir dung trong danh gia cia ESMS duoc liét ké trén Béng 3.

Bang 2. Cac vi du vé céc khang thé duoc sir dung dé danh gié hi¢u lyc thr nghiém
cua k¥ thudt ESMS

Chit danh ddu | Loai té bao so cap Nha cung cip
CD20 Céc té bao lympho B Dako
CD3 Céc té bao lympho T Dako
CD8 Céc té bao lympho CD8* T Dako
ECP (EG2) Céc bach cdu wa oezin Pharmacia
Tryptaza Céc té bao khdng 16 MCt Chemicon
Chymaza Céc té bao khdng 16 MCtc Chemikon
CD68 Céc dai thuc bao/céc té bao don nhén (ciing 1a cac | Dako
bach cau wa bazo, cic té bao lympho 16n)
MPO Bach cau trung tinh Dako
CD163 Hau hét cac dai thuc bao mo Novocastra
CD123 DC tuong bao (ciing 1a cac t& bao don nhan, céc | BD-
bach cau va bazo, bach cdu trung tinh, bach ciu ua Pharmingen
oezin)
CDla Céc té bao tua trong biéu md Novocastra
CDllc Céc té bao dang cdy ham dudi (cling 1a céc dai thuc | Novocastra
bao)
BDCA-3 Nhém con ciia céc t€ bao tiy hinh sao Novus
CD21 Céc té bao tua co nang Dako
Viementin Cac nguyén bao s¢i dau tién Novocastra
Cytokeratin Céc té bao biéu mod Novocastra
Lyve-1 Céc mach bach huyét Dako
Caveolin-1 Céc té bao mang trong (cdc mach mau) Novocastra
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Enolaza dac hiéu | Cac t& bao thin kinh (va cac t& bao thin kinh ndi | Novocastra
noron (Neuron- | tiét biéu md)
Specific Enolase
- NSE)

Actin co tron | M0 co tron Sigma-Aldrich

alpha

Trude budc hda hoc md mién dich, céac lat cat parafin dugc khir parafin hoa va dua
vao thu hdi khang nguyén do nhiét. Quy trinh nay dwoc thyuc hién st dung thiét bi thu hoi
khang nguyén thuong mai va c6 thé 1ap trinh dugce (PT Link tir Dako Cytomation, Pan
Mach) v6i nhiét do pic tai 95°C va Envision FLEX Target Retrieval Solution, d pH=6,1
(Dako Cytomation).

Sau khi thu hdi duoc khang nguyén, cac phién dugc dit trong thiét bi Autostainer
Robot. Giao thitc hda hoc mién dich dugc 14p trinh nhu sau:

1) Budc rira v6i dém rira Envision FLEX (49 pH=7,6) trong 5 phit.

2) Phong bé peroxidaza ndi sinh trong 0,3% H,0, trong dH2O (10 phut).

3) U véi cac khang thé so cép dugc pha lodng mdt cach thich hop (xem bang 2)
trong 60 phut. Cac khang thé duoc pha loang trong chit dém PBS duoc bd sung voi 01 %
chét tiy rira Tween.

4) Buéc rira v6i chat dém rira Envision FLEX (d6 pH=7,6) trong 5 phut.

5) U trong 30 phut v6i chit phan tng thir cép (cac khang thé khang chudt va khang
tho dugc lién két v6i polyme dextran véi enzym phat hién dugc gin vao, HR Peroxidaza
(HRP).

6) Céc budc rita dugce 1dp lai v6i dém rira Envision FLEX (d9 pH=7,6) trong 5
phut.

7) U vé6i dung dich co chit enzym HRP (diaminobenzidin, DAB) trong 10 phaut.

8) Cac budc rira duoc 13p lai v6i chit dém rira Envision FLEX (dd pH=7,6) trong 5
phut.

9) Céc lat cit da phat trién duoc gin mot cach nhe nhang céc 14 che pha chuén st

dung chét dém PBS dugc bd sung 0,1% Tween lam mdi trudng gin.
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10) Thong tin tiép theo v& mAu nhudm trong mdi 1at cit duge sd hoa. Phan két tia
khong tan mau ndu dugc tao thanh béi enzym HRP & vi tri cua phan ing mién dich dugc
bét gitt trén toan bo lat cit st dung robot may quét toan bd phién da c6 trén thi trudng
(Aperio Scanscope CS, Aperio Technology, USA). Viéc sé hoa dugc thuc hién sir dung
thau kinh hién vi x20 va kich ¢& cta hinh &nh c6 dd phan gidi si€éu cao dugc tao ra cho
mdi 14t cét thuong c6 kich ¢& 1a 2-5 GB (va ban dau & dinh dang t€p hinh anh SVS; céc
phan ctia hinh anh SVS 1én ciing dugce xuit ra & dang c4c hinh anh TIFF st dung chirc
ning xuét ra duoc cung cép boi phan mém Imagescope dugc cung cip bdi Aperio, xem
bén dudi).

11) Theo cach khac, hodc nhu 13 budc bd sung cho viéc s6 héa toan bo phién, cac
viing duge chon tir cac 14t cit cling dugc chyp tai d0 phong dai cao hon (x400 hodc 600 ;
cac hinh anh TIFF hodc JPEG) sir dung kinh hién vi truong sang (Nikon 80i Research
Microscope, Nikon, Nhat) dugc camera mau sb hoa (Olympus DP-50, Olympus, Nhat) va
ph'?m mém chup anh (Viewfinder Lite, v1.0, 2000, Pixera Co).

12) Sau khi sb hoa, cac 14 che duoc loai béd mot cach nhe nhang va cac phién kinh
dugce rira trong chit dém trude khi di vao chu ky hoéa hoc md mién dich (bit dau tai budc
2 trong qua trinh). Trong mét sd trudng hop, trude khi cac lat cit duge dua vao trong chu
ky nhudém tiép theo ching dugc nhung vao trong dung dich phong bé dé lam cho cac
khéng thé so cip truéc d6 khong thé nhan biét duoc cho céc khang thé phat hién thar cép
trong chu ky nhudm tiép theo. Sy pha v& vi tri nhan dién khang nguyén dugc thuc hién
bang bién ddi hoa hoc. Bién dbi hoa hoc nay dwge thyuc hién theo hai céch khac nhau. Vi
tri nhan dién khang nguyén bi phd v& do sy bién tinh protein st dung dung dich phong bé
bién tinh DN'S001 H tir BioCARE, Concord, CA, US. Theo céch khac, céc khéng thé ¢6
thé dugc cét bing enzym.

13) Tiép theo, 14t cit duoc dua vao trong chu ky nhudm méi bét dau véi bude 2
(phong bé H20; trong qué trinh néu trén).

14) Sau n chu ky va su phat trién cia phan tmg miién dich cia chit danh diu cudi
cling, céc lat cit duoc rira trong ddH>0, duge nhudm twong phan v6i haematoxylin (Htx,

Merck, Darmstadt, Duc), duge khit nuéc qua mot loat cac dung dich rugu va xylen, va
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cudi cling duge gan véi méi truong gén Pertex (HistoLab, Gothenburg, Sweden) trude khi

dugc s6 hoa nhu duge md ta & trén.

Bang 3. Céac vi du vé& chudi chit danh ddu dugc sir dung trong vi¢c danh gia hiéu

lyc cta k¥ thuat ESMS
Chuky1 [Chuky2 [ Chuky3 [Chuky4 | Chuky5 [ Chuky 6 | Chuky7 | Chu ky 8

Polyp
Lat ct 1 CD20 CD8 ECP Trypt MPO CD68 Cytok Viement
Lat cat 2 CD20 CD8 ECP Trypt NSE Lyve-1 Cytok
Latcit3 | CD8 EG2 MPO SMA NSE Lyve-1 | Cytok
Pai trang
Lat cat 1 CD20 CD8 ECP Trypt CDé68 CDllc Cytok Viement
Latcat2 | CD20 CD8 ECP Trypt NSE SMA Cytok CD68
Lat cit 3 CD20 CDS8 CD3 CD68 ECP Chym Trypt MPO
Hach bach
huyét
Lat cat 1 CD21 CD68 CDll1c BDCA-3 | CD20 CD8 SMA
Latcat2 | CD20 CD3 CD21 CDllc | Chym Trypt
Latcat3 | CD21 CD3 CD68 CD20 Chym Trypt
Phoi
Phincit1 | CD20 CD8 CD3 CD68 ECP Chym Trypt MPO
Lat cat 2 CD20 CDS8 CD3 CD68 CDlla ECP MPO Trypt
Latcats | CD20 CD8 Trypt NSE Cytok SMA Lyve-l | CD68
Lat cit 6 NSE CD8 Trypt Lyve-1 Cytok SMA CD68 Viement
Lét cat 7 NSE CDla CD68 BDCA-3 | CDllc SMA Cytok

SMA = actin co tron alpha, Chym = Chymaza, Trypt = Tryptaza, Cytok =

cytokeratin, NSE = Enolaza dic hiéu noron (Neuron Specific Enolase)

Vi du 3: Phén tich hinh 4nh bing may tinh va gidi md cdc mau nhudm mau dic

hiéu cho chit danh d4u.

Céc lat cat dugce sO héa tir may quét phién cia Aperio, twong (ng vé6i chudi céc

hinh anh so cép theo sang ché nay, dugc kiém tra thu cdng bing cach sir dung phin mém
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xem anh (Aperio Imagescope, version 10.0.35.1798, Aperio Technologies Inc). Trong
danh gia ban dau, cac ving cin quan tdm trong mdi 14t cit duge lwa chon dé phén tich chi
tiét hon. Bang cach s dung chic ning tach va xudt hinh anh trong phan mém
Imagescope, cac hinh anh tho, nghia 13 cdc anh sb so cip, duoc xuét thanh cac tép TIFF
hogc JPEG; mot hinh anh cho mdi chu ky nhu¢m. C4c hinh anh nay ciing nhau tao thanh
mot chudi cac hinh anh cho mdi ving quan tim.

Vi mot sb hinh anh, mau phan bd cua két tia DAB mau nau di duogc chi ra trudce
khi xut hinh anh nh& céc chirc ning phan doan mau (thuit todn “diém anh duong") duge
nam trong phan mém Imagescope sau khi chon céc tri s6 RGB va Hue dic trung cta két
tua DAB mau nau.

Trong truong hop nhudm mién dich mau nau, nghia 1a cic ving danh diu anh,
chua dugc chi ra trong Imagescope, budc nay duge thuc hién bang cach st dung phan
mém sin ¢6 véi cac chirc ning nhin dién mau sic (nghia la Imagel, version 1.440,
National Institute of Health (NIH), USA hodc Adobe Photoshop® CS4 Extended, phién
ban 11.0.2, Adobe Systems Incorporated, USA). Nhd phan hdi truc quan cia céc diém
dugc phat hién, ngudi ¢6 hiéu biét vé& mau nhudm mau thong thuong va hinh thirc nhuém
ctia mbi loai té bao tinh chinh cac gia tri ngudng cho t6i khi dat duoc sy phét hién téi wu.

Tiép theo, chudi cac hinh anh, ¢6 cic viing danh d4u anh chua duge xac dinh da
tich tu dugc tao ra sau mdi chu ky phat hién phan ttt, dugc danh gid. Cac ving danh diu
anh sau d6 dugc cit & dang sb va dugc tao mau sic gia don nhat cho chu ky tuong Ung
clia qua trinh phét hién. St dung hinh anh cudi ciing, nghia 1a hinh anh N trong chudi N
hinh anh, 1am khuén, cc diém nhudm d3 tich tu dugc ma hoa mau sic, nghia 1a cac ving
danh ddu anh c6 mau, duge sao chép-dan 1én trén khudn nay theo tht tw ngugc lai (néu
can, qué trinh nay dugc bét ddu trude béi budce sap xép thing hang ma, bang cach sir dung
duong vién m()rla‘lm cac diém tham chiéu, budce nay hi€u chinh céc khéc biét nho khong
thuong xuyén theo huéng vat ly gifta cac hinh anh nim trong ciing mot chudi).

Vi duy, trong trudng hop chudi hinh anh ¢6 biy hinh anh, nghia 14 tao thanh tir bay
chu ky cta quy trinh phét hién, ban sao ctia hinh anh cudi cing (hinh anh tha bay), vadi
toan by sy nhudém mau da tich tu dugc sir dung 1am khudn anh méi. Piéu nay trong mat

s6 phuong an 14 ¢6 loi cho viéc sao chép anh cudi cung do nd co6 hinh thai tét nhat do
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phién véi 1at cit mé cubi ciing va tiy y duge gin vao trong méi trudong gin khong c6
nude trude khi tao ra anh sb so cdp cudi cing. Cac ving danh d4u anh trong hinh anh tht
sau dugc sao chép-dan vao trong anh méi. Do d6, cac viing dénh ddu anh hién da c6 mat
trong &nh méi s& duoc che lai, nghia la cic viing danh déu khong duoc tao ra trong chu ky
phat hién thir by ciing s& dugc che lai. Twong tu, cic ving danh ddu anh trong anh thir
nam che tit ca cac viing danh ddu anh khong duoc tao ra trong chu ky cua quy trinh phat
hién thir sau.

Anh méi ghép lai duoc tao ra cudi cung hién thi bay mau sic riéng biét: mdt cho
mdi nhém cua cac vung dénh d4u anh tao ra tir cac chu ky nhu¢m khéac nhau, nghia la cac
chu ky cua quy trinh phét hién.

Thong tin ¢ thé dugc tach ra tir anh mai bang cach chon tu dong mau sic chit
danh dau (str dung, vi du, phdn mém ImageJ hoic MATLAB®) va sau d6 st dung "thuét
toan hat phén tich", hoic hoat dong tuong tu, dé tao ra thong tin chi tiét vé mdi diém dugc
nhudém mau (chu vi, dién tich, chi s6 hinh dang, cac toa dd x, y cho trong tdm cua diém
v.v.). Chitc ning nay ciing c6 thé nam trong giao dién dd hoa nguodi st dung da mo ta
(dugc minh hoa béi Fig.7).

Phuong phap khac dé tao ra cac hinh anh ghép bing cach danh gia cac chudi hinh
anh 1a str dung céc cong cu phan doan mau sic va céc cong cu hat phan tich dugc cung
cép béi ImageJ (v 1.44) va cac trinh cim sin c6, mién phi cho ImageJ. Ngin gon 13, mbi
hinh anh trong chudi nay duoc dua vao qua trinh sau:

1) Céc diém duogc nhudém DAB mau nau, nghia la cic ving danh du anh, dugc cit
ra bang phuong phép phan doan dya trén mau sic bing cach danh gia cac hinh anh véi
tiéu chi lya chon bao gdm céc tri sb ngudng HSB (d0 mau, d bdo hoa, d0 sang) thich
hop;

2) Cac hinh anh dugc bién dbi thanh hinh 4nh den/trdng nhi phan (ttc duge nhi
phan hoéa)

3) Céc hinh anh dwgc bién dbi tir bude 2) duoc danh gia biang cach sit dung cong
cu hat phén tich cuia ImageJ (versionl.44) vé6i céc gidi han kich thuéce thich hgp va danh
sach dit li¢u, nghia 1a co s& dit li€u, cua tAt ca cac vung danh diu 4nh, nghia la tAt ca cac

vung danh dau dugc nhudm mau, dugce tao ra va dugc Iuu trit. Danh sach dit liéu chira cac
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toa do x,y, dién tich, chu vi, dang tron, do tron, mat ¢6 nhudm trung binh, v.v... cho tit ca
cac ving danh ddu anh don I¢é. Chuong trinh ty dong tao ra hinh anh dugc danh diu trong
do, cac ving danh du dugc chi ra cing vé6i sb ving danh diu tuong Ung véi cung mot
diém trong danh sach di liéu.

Tiép theo, bing cach so sanh cac gia tri sd cla phan bd ving danh diu (nghia 1a
cac toa do x,y) cb thé tinh toan céac vung hinh 4nh nao cé mdt trong, vi du, hinh 4nh n
nhung khong & trong n-1. Cach tiép cén nay duoc thuc hién trén tit ca cac cdp hinh anh
lién tiép do d6 cung cip thong tin vé chét danh du hinh anh nao dugc xut hién sau mdi
chu ky phét hién phéan tr méi. Cudi ciing, bang cach st dung thong tin nay, cung véi danh
sach dit lidu cua tit c4 cic ving danh diu da tich lity tir hinh anh cudi cing, ¢6 thé tao ra
hinh 4nh ghép méi. Sau khi kich hoat bd quan ly ving quan tdm (Region Of Interest -
ROI) mdi viing danh ddu thudc chu ky phat hién phan tir cu thé dugc tao mau cu thé trong
hinh anh dwgc déanh dau twong tng.

Dé minh hoa wu diém cua thong tin c¢6 thé duge tach, xem xét tinh huéng ctia mé
bi viém va nhudm mau cho nhiéu nhém té bao mién dich thAm nhidm mé (cac bach cau).
Trong lat cét thuong, thuong c6 hang chuc nghin t& bao cho mdi nhém. Viéc tach cac toa
do x, y cho timg té bio nim trong nhidu nhém bach cau gitip ¢6 thé thuc hién mot kiéu
phén tich cac méu té bao hiéu luc. Vi dy, truong phan tich khong gian twong d6i méi va
| dang phat trién (cac théng ké khong gian) va phan tich cum c6 thé duoc thuc hién dé thu
thong tin vé cac tap hop té bio c6 thé dac hidu cho bénh (cic mAu thdm nhidm), céc t& nao
nay thu hut nhau, hodc bi thu hut vao cac vi vi tri trong md, hodc mot sb td hop cu thé cua

cac té bao v.v.
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Yéu cdu bao hd
1. Phuong phép phan biét cac ving trong chudi gdm N anh sb so cép trong d6, N 1a sb
nguyén >1, nho d6 tao ra 4nh méi, phwong phap nay bao gdm cac budc:
a) tao ra chudi gdm N anh sé so cdp (221) bao gbém céc ving danh diu chua dugce xac
dinh, trong d6, anh I+1 bao gdm it nhit cing mot sb lugng viing danh déu chua duoc xéc
dinh v6i anh s6 so cip In véi 2<n<N, trong do, n 1a sb nguyén;
b) danh gia (211, 222, 310) tt ca anh sb so cép In v6i 1<n<N theo tiéu chi lga chon xac
dinh trudc va xéc dinh cac viing d4nh déu anh 1a ving danh du chua duoc x4c dinh thoa
man tiéu chi lya chon xé4c dinh truéc, va luu thong tin (311) vé ving danh ddu anh bt ky
nay trong hoic lién két/két hop véi anh sb thir cép tao thanh teong ung, nhd d6 thu duoc
chudi gdm N anh s thu cép;
¢) tao ra (223) anh mai Inew;
d) d6i v6i mdi n véi 2<n<N ctia chudi cac anh sb thir cip thu dugc trong budc b), chén
cac ving déanh ddu anh méi vao anh mdi Inew, cac ving danh ddu 4nh méi nay c6 cung
hinh dang va vi tri véi cac viing danh ddu anh c6 mit trong anh I, nhung khong & trong
anh In, va cac ving danh ddu anh méi nay 1a c6 thé nhan dién dugc trong Inew nhd dic
diém don nhit;
e) chén (212, 224) cac ving danh ddu anh mdi vao anh méi Inew, céc ving danh ddu anh
m&i ndy c6 cung hinh dang va vi tri v6i cac viing dénh d4u anh c¢6 mit trong anh I, va céc

vung danh d4u anh nay la co thé nhén dién duoc trong Inew, nhd dic diém don nhét.

2. Phuong phap theo diém 1, khéc biét & chd budc tao ra anh méi Lnew bao gdm budc tao

ra anh ctia mau mo.

3. Phuong phap theo diém 2, khac biét & chd anh méi Inew 12 ban sao cia mot trong céc

anh trong chuoi cac hinh anh nay.

4. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, khac biét & chd dic diém

don nhét trong céc bude d) va e) 1a dic diém c6 trj sé don nhit cho mdi n, 1<n<N.
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5. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac didm tr 1 dén 4, khac biét & chd dic diém
don nhét nay 1a mau sic chung va tri s6 don nhit cta dic didm don nhét nay 1a mau sic

riéng duoc két hop voi chit danh diu té bao cu thé.

6. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, khac biét & chd tiéu chi
lya chon x4c dinh truéc bao gdm ngudng cho dic diém truc quan clia ving danh d4u chua

dugc xac dinh.

7. Phuong phép hién thi nhém té bao nim trong 14t cit md vi phau, phuong phép nay bao
gbm cac budc:

a) tao ra (811) lat cit mo da dugc lam cho sin sang cho vi€éc nhudm phan tir theo cach da
biét tir trude;

b) tao ra (812) chudi gdm K phuong tién phét hién phan tt cu thé dé lién két dic hisu véi
va phét hién ra céc thanh phan ctia chudi gdbm K chit danh diu té bao xac dinh truéc ma
c6 thé c6 mit trong 14t cit mo cua budc a), céc phuong tién phét hién phén tir nay c6 kha
ning tao ra thong tin vé dap tng co thé khoi dong duoc va c6 thé phat hién duoc, K 1a sb
nguyén > 2;

¢) d6i v6i mdi phuong tién phat hién phan tir cu thé k=1,2,..., K cia budc b) thuc hién qué
trinh sau:

1) cho (813) 14t cit mo clia bude a) tiép xtc véi cac phuong tién phat hién phin
ttr cu thé gdy ra su lién két dic hiéu voi thanh phan cu thé cia chudi cac chit danh diu té
bao di dugc xac dinh trudc;

2) rira (814) 14t cit md ndy dé loai bo cac phuong tién phét hién phan tr khong
dugc lién két v6i chét danh diu té bao bt ky;

3) khoi dong dap tmg (815) tir phwong tién phét hién phéan tr ma c6 thé da lién
két voi cac chat danh dAu té bao cua lat cit mo nhd d6 cho phép phét hién cac phuong
tién phat hién phéan tir nay; va

4) khi cac phuong tién phat hién phan tr nay c6 thé dugc phat hién, thuc hién

quét/chup anh (817) 14t cit md dé tao ra anh s so cip Ix ma c6 thé chira mot hodic nhidu
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ving dénh ddu chua duge x4c dinh lién quan dén su tao thanh polyme c6 thé phat hién
duoc;

nho d6, thu dwoc chudi gdbm K 4nh sb so cip Ik v6i k=1,..., K chia sb lugng téang
dén cua cac vung dénh ddu chua dugc xac dinh;
d) thuc hién phuwong phap theo diém 1 trén chudi gdm K anh s6 so cép Ik véi k=1,..., K

thu dugc trong buéc c), nh d6 tao ra anh Inew hién thi cc cdu tric té bao nay.

8. Phuong phap theo diém 7, khac biét & chd cac phuong tién phat hién phéan tir nay 1a tap
hop clia cac khang thé, tot hon néu 1a cic khang thé don dong hoic c4c doan khang thé,
trong d6 mdi khang thé lién két v6i chit danh diu té bao dic hidu va trong d6 enzym
dugc lién hop v6i mdi khang thé, enzym nay c¢6 kha ning tao ra thong tin vé polyme ¢
thé phét hién duoc khi c6 mit mdt hodc nhidu co chét thich hop,

trong do, cac budce 1) va 2) cua budc ¢) dugce thuc hién theo céch sao cho:

i) 14t cit mé cua budc a) duge cho tiép xuc voi khang thé lién két dic hiéu voi
thanh phan cu thé cia chudi cac chit danh diu té bao da duoc x4c dinh trudce; khang thé
nay dugc lién hop vdi enzym, enzym nay c6 kha ning tao ra thong tin vé polyme c6 thé
phét hién duoc khi c6 mit mot hodc nhiéu co chét thich hop;

ii) sau budc i) trén day, lat cit md dugc rira dé loai bo cac khang thé khong dugc
lien két; va

trong do, budc 3) cia budce c) dugce thuc hién theo cach sao cho:

iii) sau budc 2) lat cit mé dugc tiép xtGc vi mot hodc nhidu co chét thich hop cho
enzym ndy, din dén sy tao thanh cic polyme c6 thé phat hién dugc trong truong hop
thanh phan cu thé ctia chudi cac chét danh diu té bao da xac dinh trudc cé mat trong lat

cdt mo nay.

9. Phuong phép theo diém 7, khac biét & chd phwong tién phat hién phén tlr nay 1a tdp hop
clia cac phirc hop phan ti, trong d6 mdi phirc hgp bao gdm khang thé thir nhét, tét hon,
néu 1a khang thé don dong, lién két voi chat danh du té bao dac hiéu, khang thé thir hai
hodc doan khang thé, t6t hon, néu 1a khang thé don dong dugc lién két dic hiéu véi khéng

thé thir nhit nay, va enzym duogc lién hop véi khang thé tht hai nay, enzym nay c6 kha
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nang tao ra thong tin vé polyme cd thé phat hién dugc khi c6 mit mot hodc nhiéu co chit
thich hop,

trong do, cac budce 1) va 2) ciia bude ¢) duge thuc hién theo cach sao cho:
i) 14t cit md cia budc a) duge cho tiép xuc v6i khang thé tha nhét lien két dic hi€u véi
thanh phén cu thé ciia chudi cac chit danh diu té bao da duoc xac dinh trudec;
ii) sau budc i) trén ddy, 1at cit mé duogc rira dé loai bo cac khéng thé chua duoc lién két;
iii) sau buéc ii) trén day, lat cat md duge cho tiép xuc véi khang thé thir hai lién két diic
higu véi khang thé thir nhat, khang thé ther hai nay dwgc lién hop véi enzym, enzym nay
c6 kha ning tao ra théng tin vé polyme c6 thé phat hién dugc khi c6 mit mot hogc nhiéu
co chit thich hop; va
iv) sau budc iii) trén ddy, 14t cit mo6 duoc rira dé loai bod céc khéng thé khong duogc lién
két; va

trong do, budc 3) cla budce ¢) dwoc thuc hién theo cach sao cho:
v) sau bude 2) 14t cit mo duoe tiép xic véi mot hodc nhidu co chit thich hop cho enzym
nay, dan t6i sy tao thanh cac polyme c6 thé phat hién dugc trong truong hop thanh phan
cu thé ctia chudi cac chét danh diu té bao da dugc x4ac dinh trude c6 mit trong 1at cit mod

nay.

10. Phuong phép theo diém 8 hodc diém 9, khac biét & chd enzym nay dugc chon fir

nhom bao gobm photphataza ki€ém va peroxidaza, nhu peroxidaza ci cai ngya.

11. Phuong phap theo diém 10, khac biét & chd co chét nay dugc chon tir nhém bao gém
3,3'-diaminobenzidin, xanh lam Ferangi, do bén vimg Vulcan, aminoetyl cacbazol (aminethyl

carbazole - AEC), va xanh 14 Vina.

12. Phwong phép theo diém 7, khac biét & chd phuong tién phat hién phan tir nay la tép
hop cua cac thé lién hop phén tir bao gdm phin nhén biét dugc lién két véi phan phat
hién, trong d6 phan nhan biét nay c6 kha ning lién két dic hiéu véi thanh phan cu thé cua
chudi cdc chit danh diu té bao da dugc xac dinh trudec, phén nhan biét nay dugc chon tir

nhoém bao gdm khang thé nhu khang thé da dong, khang thé don dong va céc doan cua
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ching, va phén tir axit nucleic nhu phan tt ARN va phan tir ADN, phén phat hién nay la
thubc nhuém huynh quang, thuéc nhuom huynh quang nay c6 kha ndng phat blrc xa cé
budc song cu thé sau khi tiép xvc véi birc xa kich thich khac véi btc xa phét ra nay

trong do, bude 3) clia bude ¢) dugc thyc hién theo cach sao cho lat cit mo va phuong tién
phat hién phén tir bét ky da duoc lién két vao d6 dugc tiép xtic v6i b xa kich thich din
t6i phat ra birc xa c6 budc séng cu thé trong trwong hop thanh phan cu thé cua chudi cac
chét danh diu té bao da dugc xé4c dinh trude c6 mit trong 14t cit mo nay; va

trong do, budc 4) cia bude ¢) duge thuc hién khi birc xa c¢6 budc song cu thé nay dugc

phét ra.

13. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 8 dén 12, trong d6, co chit tao ra
cc polyme hoa tan duoc it nhit mot phin, nhu xanh Vina hoic aminoetyl cacbazol
(AEC), dugc sir dung 1am co chit dé tao ra polyme c6 thé phat hién dugc, phuong phép
nay con bao gdm cac budc;

e) rira 1at cit mo nay dé loai bo polyme c6 thé phét hién dugc; va

f) lap lai cac budce b - d v6i chudi cdc phuong tién phét hién phén tir méi.

14. Phuong phap hién thi phan bd ba chidu ciia nhidu nhém té bao va cu triic t& bao nim
trong cling mdt khong gian ba chiéu trong mau mé vi phiu, bao gdm cac bude:

iv) tao ra miu mo, va cit mau nay thanh nhiéu lat cit mod dugc chdng chép ban ddu theo
cach da biét tir trude;

v) thuc hién phuong phép theo diém bét ky trong sb céc diém tir 7 dén 13 cho tét ca cac
1at ¢4t md thu duge trong budc i); va

vi) chdng céac hinh 4nh thu dugc trong budc ii) theo cac nguyén tic da biét, nho d6 thu
duge sy hién thi ba chiéu cua phén bd ba chiéu cta nhiu nhém té bao va cac chu tric té

bao ndm trong cling mot khdng gian ba chiéu trong mau mo vi phiu.
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