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Linh vyc ky thuat dwoc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé hoa sinh Gmg dung. cu thé la giai
phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuat va kit chiét ADN va/hoac ARN tir ticu ban
md cb dinh bang formalin vai trong parafin dé phuc vu cho viéc xac dinh va chan doan
som cac bénh bing phuong phap sinh hoc phan tir, cu thé la cac bénh ung thu licn

quan dén dot bién gen.
Tinh trang ky thuat cia giai phap hiru ich

Viéc sir dung parafin dé bao quan lau dai cic mau mo ung thu la mot phuong
phap hiéu qua gitp cung cdp ngudén mau c¢é chat lugng 6n dinh cho nghién ciu cing
nhu cc xét nghiém thudng quy trong bénh vién va chan doan dich t& hoc phan tir trén
quy md 16n. Trong do, viéc chiét ADN va ARN tir cac mau mo ung thu ¢d dinh bang
formalin trong thé vii parafin (Formalin Fixed Parafin Embedded Tissuc. ticu ban mo
ung thu FFPE) 1a budc di du tién gitip phat hién cac dot bién gen va cac bicu hién bit
thuong cta cac ddu 4n phén t lién quan dén ung thu. Qua do, gitp cac bac sy lam
sang tién lugng dugc bénh, chan doéan chinh xac hon va chi dinh diéu tri thude hudnge
dich -hi€u qua. Chén doan ung thu hoc phén tir s€ that bai néu khong tach chiét duoc
vat liéu di truyén tir cic mau md da duoc xir Iy formalin va ¢ dinh bing parafin
(Finke va cdng su, 1992; Koopman va cOng su 1993; Cao va c¢ong su, 2003: Coura va
cong su, 2003; Bonin va cong su, 2003; Korbler va cong su 2003; Ludyla va cong su.

2012; Masuda va cong sy 1999; Gilbert va cong su 2007; McSherry va cong su 2007).

Hién viéc chiét ADN va ARN tir cac tiéu ban mo ung thu FI'PE con eap nhicu
kho khin gy trd ngai cho cac ky thuét chan doan sinh hoc phan ta. Nguyén nhan
chinh do: (1) Hi€u qua tach chiét ADN tur cac tiéu ban mo ung thu FI'PE thap do sé
luong té bao it, mot phan ADNA bi phan hily do quy trinh chudn bi mdu mo ung thu
FFPE bat budc phai xur ly nhiét va xir Iy hoa chat dé loai bo lién két chéo gitra cac
nhom chirc amin do mau méd ung thu duge ¢ dinh bang formalin; (2) Bién doi hoa
hoc trong quy trinh chuin bi mau mé ung thu EFPE (ADN/ARN-protein cross-links vi
loai purin) din t6i viéc tao thanh cac lién két protein-protein va ADN/ARN-protein.

két quad ADN/ARN bam chit véi protein ndi bao khién viée tach chiét rat kho khan.
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Viée xir Iy mau mod véi formalin lam bién ddi sd luong lon cau tric hoa hoc cua
nucleotit, nghién ctru cho thay c6 t&i 60% adenine bi bién ddi, anh hudng lon dén cic
két qua chan doan béng cac k¥ thuat sinh hoc phéan tu; va (3) Su ton du formalin va
xylen trong bdo quan VA xur ly mau gy tc ché phan ung phan giai mo cua
proteinkinaza K lam gidm hi€u qua tach chiét ADN. Bong thoi, lugng ton du do cling
trc ché phan ing PCR nhéan ban doan gen déc hi¢u gay kho khan trong phat hi¢n cac

dot bién ung thu vé sau (Rivero va cong su, 2006; Sato va cong su, 2001).

D3 c6 nhiéu nghién ctru nham phat trién cac phuong phap chi¢t ADN va ARN i
cac tiéu ban md ung thu FFPE. Mot huéng nghién ciru dugc nhiéu nhom tac gia ticp
can trong khoang 10 ndm gan day la dua trén nén tang nguyén ly cua phuong phap
Boom (Boom va cong su, 1990), c6 thé ké dén 1a nghién ciru tach ADN tr mo ung thu
FPE cua tac gia Gilbert va cong su, 2007; ADN tir mo ung thu FFPE cua F arrugia va
cong su, 2010, hay nghién ctru ctia Stephan va cong su, 2004 trong viée chiét ARN ti
mo ung thu FFPE. Trong cac phuong phép nay, ban dau khdi mo parafin dugc hoa tan
bang xylen hodc dau khoang dé thu khdi mo ung thu (da duogc xu ly bang formalin).
Nho tac dung cua proteinaza K va mot s chét dién hoat, mang té bao bi pha huy d¢
giai phong ra ADN va ARN. Tiép theo, bude xu ly nhiét giup loai bo lién két chéo
gitta cac nhom chirc amin cia ADN va ARN do mau md ung thu duoc ¢b dinh bang
formalin. Trong mdi truong co noéng do mudi guanidin cao va sirc cang bé mat thap.
cac nhom chire SiO, sé& lién két bén vitng v6i cac phan tdr ADN va ARN. Trong cung
diéu kién do, silica khong co kha nédng li€n két vai protein va cac dai phan tu sinh hoc
khac. Nhu vdy, khi hdn hop gdbm ADN, ARN, protein va cac dai phén tr sinh hoc khac
di qua cot co gAn mang xbp silica nho ly tam thi cac phan td ADN va ARN s¢ duoc
gilr lai vi lién két vai silica, con cac thanh phan khac s€ bi rira troi. Tuy timg muc dich
tach chiét ADN hay ARN ma cac nha nghién ctru s€ pha ché cac enzym DNAza hay
RNAza dé thuy phan thanh phan khong 1hor1g mudn trén cot va st dung dém rira dé
loai bo, sau do6 sir dung dém chiét ddy dé thu dugc ADN hodc ARN. Phuong phdp nay
¢6 uu diém 1a axit nucleic thu duge c6 do tinh sach va nong do cao. thoi gian khong
quéa dai va do d6 phu hop véi cac xét nghiém. Tuy phuong phap nay tiét kiém thoi
gian khi tién hanh tinh sach véi sé lwgng mau nho (tur 3 dén 4 tiéng cho tir 12 dén 24
mau), nhung thoi gian s€ kéo dai dang ké néu sé mAu lon hon 24. Mot han ch¢ khic

nita la phuong phap nay can phai str dung mdy ly tdm hodc bom hat chan khong, do do
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khong thé tu dong héa dugc quy trinh tinh sach. Dé khic phuc nhuoc diém nay. viée
sir dung hat oxit st tur tinh boc silica (Fes04@Si0;) 1a mot cai tién mang tinh dot pha
trong xét nghiém (Ribeiro-Silva va cong su 2007). Cac phan tr axit nucleic sau khi
lién két v6i hat micro tir boc silica sé duogc giit lai va tach riéng ra khoi protein va cac
hop chét khac nhd nam cham. Axit nucleic s& thu duoc dudi dang tinh sach khi duoc
tach ra khoéi hat micro tir boc silica béng dung dich dém co6 néng do mudi thép hoac
bing nudc cit. Phuong phdp nay c6 uu diém la hiéu qua tinh sach axit nucleic cao.
khéng bi 1an cac dung moi hitu co. Phuong phap nay cho phép tinh sach trén mot 5O
lugng 16n mau bénh phém mot cac nhanh chong, do do rat tiét kiém thoi gian. Dicu
dic biét, viéc sir dung hat nano tr cho phép tién hanh tinh sach mot cac tu dong nho
robot véi quy trinh don gian va thoi gian tach chiét rut ngén con khoang 3 tiéng cho (ir

24 dén 96 mau tuy vao sd giéng trén gid tir cua hé théng tach chiét tu dong.

Hién nay, da c6 mot sb hang da san xuét va thuong mai cac kit chiét ADN va
ARN nhu Life Technology, Omega Biotek, Promega (M§) san xuat kit chiét ADN va
ARN tur tiéu ban mo6 ung thu FFPE minh bang hat nano tir boc silica dé ung dung trong
hé théng may tach chiét tu dong. Viéc phat trién bo kit 3 trong 1 ¢ thé tach chiét dong
thoi ADN va ARN, hoic ting loai ADN, hay ARN tur tiéu ban mé ung thu FPE mai
duoc nghién ctru bai Life Technology, Omega Biotek, Promega, con lai 2 hang Omega
Biotek va Promega hién mé&i phat trién duoc riéng ré 2 bo kit tach ADN hodc ARN tur

tiéu ban mo ung thu FFPE.

Tuy nhién, hat Dynabeads™ MyOne™ Silane oxit st boc silica duge ché tao boi
hing Life Technologies trong kit MagMAX™ FPE DNA/RNA Ultra Kit ¢o kich ¢o o
muc micro, chinh vi vay téng dién tich bé mit cia silica gén vol ADN va ARN s¢
khong 16n, din dén ham lugng ADN va ARN thu hoi s& bi han ché. Céac tinh chat mo
ta nhu trén cia cac bd kit 1a ly do chinh dan toi hiéu suat tach chiét ADN/ARN khong

cao.

Ciing da c6 mot sb cai tién déi voi kit néu trén, cu thé CN1535979 A da dé cap
dén phuong phap tach chiét ADN bang cach st dung vat liéu nano tir compositt va kit
chiét ADN kém theo stir dung hat nano tir boc silica kich thudc khoang tir 50 nm dén
300 nm, dém pha véi té bao va lién két ADN, dém rira 1-2, va dém chiét day. Trong
sang ché nay, phan ung tao mam hat nano sit tir Fe;0, duoc thuc hi¢n ¢ nhict do

phong nén hiéu suit tao mam hat nano kich thuéc nho c6 tir d§ bao hoa lon. Trong qua
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trinh tao 16p v4 silica cho hat tir, khong khéng ché dugce do day cua lop vo boc SiO,
nén hat thu duogc cé tur tinh khong déng déu. Vi vay, kich thudc hat nano tr kha lon
(50-300 nm), va mac do hép thu ADN ciling nhu két tu hat tu bémg tr truong khong
hiéu qua, diéu nay dan dén that thoat luong ADN nén két qua viée thu hoi ADN khong
duogc cai thién 16 rét so v6i kit MagMAX™ . Ngoai ra bo kit mo ta trong sang ché chi
g0m cac dém dé tach ADN/ARN tir cic mau thong thuong chir khong phai dugce phat
trién dé tich ADN/ARN tir cac mdu tiéu ban mo ung thu ¢d dinh bang formalin vii
trong parafin, nén chi pht hop véi tach chiét ADN/ARN tir cic mau bénh pham khac

nhu mau, nudce tiéu chira cac virus, vi khuan cé cau trac thanh té bao don gian.

Do d6, can ¢6 kit va phuong phap san xuét kit c6 kha nang chiét ADN va/hoac
ARN mot cach dong thoi tir tiéu ban mo ¢b dinh bang formalin vui trong parafin giai
quyét dugce van dé anh hudng cia hoa chat bao quan dong thoi ting duoc luong ADN
va/hodc ARN thu dwge nham nang cao hi€u qua xét nghiém céac bénh licn quan dén di
truyén, dac biét la trong viéc phat hién ung thu giai doan som.

Ban chit ky thuit cia giai phap hiru ich

Dé giai quyét vin dé néu trén, giai phap hiru ich dé xuat kit chiét ADN va/hodc
ARN tir tiéu ban mé ¢ dinh bang formalin vii trong parafin va quy trinh san xudt kit
nay. Ngoai ra, giai phap hitu ich ciing dé cap dén quy trinh chiét ADN va/hodac ARN ti
tiéu ban mé cb dinh bang formalin viii trong parafin bang kit theo giai phap hiru ich.

Theo khia canh thir nhat, giai phap hitu ich dé cap dén kit chiét ADN va ARN tur
tiéu ban md cb dinh bang formalin vui trong parafin, trong do kit nay bao gom 10

thanh phén sau:

TT | Ky Thanh phan - Dinh
hiéu luong

Dung dich dém Tris-HCI chira 450 rlrﬁg/ﬁll hai 1&&10 oxﬁ sat
1| MagSi | tir boc silica kich thude 30-50nm, do tir hoa tir 50 emu/g
dén 60 emu/g, pH tur 5 dén 7,5

Dung dicf} dém Tris-HCI néng do tu EE)mM dén 80mM__ 20 ml
pHtu 7 dén 9

3x
1.8ml

2 LB Natri docecyl sulphat (DSD) ndng d(“)_tu 02% dén 2%
Canxi clorua ndng do tir ImM dén SmM
5 | ppy | Dung dich dém Tris-HCI nong do tir 20nM dén 80nM, pH | 40 ml

tir 4 dén 5
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TT Ky Thanh phan S Dinh |
hiéu luong |

Guanidin thiocyanat hodc guamdm h&drbclorit nr(*mg do wr
2m dén SM

Kali axé‘_[élf nong dﬁr O—ZR/I dén 0, 8M

EDTA ndng do tir 2 dén 10mM

Dung dich dém Tris-HCI nong do 20- 80mM pH 6,5-8.0 40 ml

Guanidin thiocyanat hoac guanidin hydroclorlt nong d(_) tur
4 BB2 | 2M dén SM

Natri xitrat ndong do tir 0,05M dén O2M
EDTA ndng db tir 2 dén 10mM
Dung dich dém Tris-HCI nong do 20 SOnM pH 6.0- 7.5 30 ml

Guam’dm thlocyanat hodc guamdm hydroclorlt noéng do tir
5 | WB1-1 | IM dén 3M

Natri clorua nong do tr 0,.5M den lM
Etanol néng do tir 40% dén 60"0

Dung dich dém Tris-HCI nong do tir 10nM dén 20nM., pll 30ml
6 | WB2-1 tu 6, O den 7 5
Natri clorua ndng do tir 0, IM dén 0, SM
Pém xitrat ndng do tir 10nm dén SOnM pH tu 5 dcn 6,5 100ml

Guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorlt nong do tur
7 | WB1-2 | IM dén 3M

Natri clorua ndng do tir 0, 5M dén IM -
Etanol nong do tir 40% dén 60% 7
g | WB2-2 | bém xitrat nong do tur 10nM den 50nM pH tu 5 dLn 6 5 100ml

Dung diph dém Tris-HCI nong do tir 25nM dén 35nM, pll 2()7ml
9 EB1 |t 7,5 dén9,0 - 7
EDTA ndng do tir InM dén 2nM ;

Nudc cat da duge xir ly bing dietqhylpyfocaflvolqat 20ml.
(DEPC), pH tir 6,0 dén 6,5

10 EB2

Theo mot phuong an cia khia canh nay, kit theo giai phap htru ich con ¢o thém
hudng dan sir dung dé chiét ADN va/hoic ARN tir tiéu ban mo ¢ dinh bang formalin
vui trong parafin dé chan doan bénh ung thu.

Theo khia canh thi hai, giai phap htu ich dé cap dén quy trinh san xuat kit theo

giai phap hiru ich, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac cong doan:

a) Tao hat MagSi nano boc silica:



2116

- tao hat nano oxit st tur bf?mg cach hoa tan lan luot FeCly.4H,0 va IeCly.611,0
vé6i nude dat ndng do tir 0,4 dén 4% va khudy déu trong khoang tir 20 dén 30 phut. sau
d6 phdi tron hai dung dich nay theo ty 1€ trong lugng FeCly 4H,0/I¢Cl.611,0 i 1/2
dén 1/3 (w/w) va gia nhiét dén nhiét do khoang 50 dén 70°C, sau do bo sung dung dich
NH,OH ndng do khoang tir 5 dén 15% da dugc gia nhi¢t dén nhiét do khoang tir 50
dén 70°C theo ty 18 thé tich tir 1/3 dén 1/4 (w/w), sau khi khudy tron déu trong khoang
tir 30 dén 40 phit dé phan tng tao mam hat nano xay ra thu duoc dung dich chira hat

nano oxit sat;

- thu hat nano oxit sét tir bing cach str dung tir truong manh tac dung 1én dung
dich chta hat nano Fe;O, trong thoi gian tir 5 dén 15 pht dé hat nano tu xudng. sau
do loai bé phan dich, ngit tir truong va b6 sung nude cit dé rra. tiép do tac dung ur
truong tor 5 dén 15 phut dé tu hat nano va loai bo nudc, lap lai tr 5 dén 10 lan. thu

- duoc hat nano oxit sat tu; va

- thu hat MagSi nano boc silica béng cach rira hat nano oxit sat tir thu dugce ¢ trén
bing con, sau d6 pha vé6i dung dich cdn theo ty 18 tir 1 dén 2% (g/ml) va bo sung
khoang tir 5 dén 20% dung dich bao gom NH,OH 25% da pha voi tetracthyl
orthosilicat (TEOS) theo ty 1€ 50/50 (w/w), sau do bd sung khoang 10 dén 30% nudc
cht va dé hdn dich nay trong bé siéu am véi tan s6 tir 30 dén 40 kHz trong thoi gian
1 dén 2 gio thu dugc hat nano sit tir duoc boc 16p silica SiO, day khoang tir 2 dén Snm.
sau do loc rira béng nude cat thu dugc hat MagSi nano boc silica kich thude wr 30-

S0nm c6 do tir hoa tir 50 emu/g dén 60 emu/g;
b) Tao 10 dung dich dém sau:

- tao dung dich dém chira hat MagSi nano boc silica (MagSi) b?mg cach chuén
hoa hat MagSi nano boc silica thu dugc ¢ budc a) va pha voi dung dich Tris-11Cl 10
mM, pH trong khoang tur 5,0 dén 7 dén néng do 50 mg/ml, sau khi tron déu thu duoc
dung dich dém chia hat MagSi nano boc silica ¢6 do tir hoa tir 50 emu/g dén 60

emu/g, dung dich dém MagSi nay dugc dung dé lien két dac hiéu voi ADN va ARN:

- tao dung dich dém phan giai (LB) bang cach bd sung lan luot natri dodecyl
sulphat (SDS) ndng do tir 0,2 dén 2%, canxi clorua noéng do tr | mM dén S mM vio
dung dich dém Tris-HCI ndng d6 tir 20mM dén 80mM, pH tir 7,0 dén 9.0 tron dcu.
dung dich dém LB nay duoc dung dé pha v& khoi md, giai phong ARN va ADN:
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- tao dung dich dém lién két 1 (BB1) bang cach bd sung guanidin thiocyanat hoac
guanidin hydrochlorit nong do tir 2 M dén 5 M, kali axetat nong do tir 0.2 M dén 0.8
M, EDTA nédng do tir 2 mM dén 10 mM vao dung dich dém Tris-11Cl nong do tr 20
mM dén 80 mM, pH tir 4,0 dén 5,0 tron déu, dung dich dém BB1 nay dugc dung d¢

lién két mot cach chon loc ADN lén cot;

- tao dung dich dém lién két 2 (BB2) bang cach bo sung guanidin thiocyanat hodc
guanidin hydrochlorit néng d¢ tir 2 M dén 5 M. natri xitrat ndng do tir 0.05 M dén 0.2
M, EDTA néng do tir 2 mM dén 10 mM vao dung dich dém Tris-HCI nong do tur 20
mM dén 80 mM, pH tur 6,5 dén 8,0 va tron déu, dung dich dém BB2 nay duoc dung de

lién két mot cach chon loc ca ADN va ARN 1én cot;

- tao dung dich dém rira 1-1 (WB1-1) biang cach bd sung guanidin thiocyanat
hoic guanidin hydrochlorit nong do tir 1 M dén 3 M., natri clorua nong dé tir 0.5 M dén
1 M vao dung dich dém Tris-HCl 116ng dd tr 20 mM dén 50 mM, pH tr 6.0 dén 7.5 va
tron déu, sau do bd sung etanol dén khi n6ng do dat tir 40% dén 60%. dung dich dém

WB1-1 nay dugc dung dé rira phirc hé ADN-MagSi lan 1;

- tao dung dich dém rua 2-1 (WB2-1) béng cach hoa tan natri clorua nong do tir
0,1 M dén 0,5 M v6i dung dich dém Tris-HCI ndng do tir 10 mM dén 20 mM. pli ur
6,0 dén 7,5, dung dich dém WB2-1 nay dugc dung dé rira phuc hé¢ ADN-MagSi lan 2:

- tao dung dich dém rua 1-2 (WB1-2) bang cach hoa tan mudi natri xitrat voi axit
xitric tao dung dich dém xitrat co nf”)ng do tor 10 mM dén 50 mM, pH tu 5.0 dén 6.5.
sau d6 bo sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit nong do tr 1 M dén 3
M, natri clorua né)ng dotr 0,5 M dén 1 M, sau do bd sung etanol dén khi 11611g do dat
tir 40% dén 60%, dung dich dém WB1-2 nay dugc dung dé rira phire hé ARN-Mag$i
lan 1:

- tao dung dich dém rua 2-2 (WB2-2) bang cach hoa tan mudi natri xitrat véi axit |
xitric tao dung dich dém xitrat co néng do tir 10 mM dén S0 mM., pH tir 5.0 dén 6.5.
dung dich dém WB2-2 nay dugc ding dé rira phirc hé ARN-MagSi lan 2;

- tao dung dich dém day 1 (EB1) bing cach hoa tan EDTA nong do tr I mM dén
2 mM v6i dung dich dém Tris-HCl ndng do tir 25 mM dén 35 mM. pli tir 7.0 dén 9.0.
dung dich dém EB1 nay dugc ding dé ddy ADN ra khoi hat MagSi; va
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- tao dung dich dém ddy 2 (EB2) bang cach xu ly nudc cit bang
diethylpyrocarbonat (DEPC), chinh pH tir 6,0 dén 6.5, dung dich dém EB2 nay duoc
dung dé ddy ARN ra khoi hat MagSi; va
¢) Tao kit bang cach dong lo 10 dung dich thu duge ¢ bude b) voi cac thanh phan va

dinh lugng nhu sau:

|

stt Thanh pfléﬁ Kyh1eu e Dinh luong S6 luong |
(ml/10) (1o)

| | Dung dich dém chira hat MagSi | MagSi | 1.8 3

2 | Dung dich dém phan giai s | 20 |

3 | Dung dich dém lién két 1 BBI a0 |1

4 | Dung dich dém lién két 2 BB2 | 40 L

5 | Dung dich dém rira 1-1 WwBL.l | 30 |1 |

6 | Dung dich dém rira 2-1 WB2-1 30 1

7 | Dung dich dém rtra 1-2 WBI-2 | 100 I

§ | Dung dich dém rira 2-2 WB2-2 00 |1 1

9 | Dung dich dém déy 1 EBI B R R R

10 | Dung dich dém day 2 F:Bz 20 | 1 l

Theo mot phuong an, quy trinh san xuét kit theo giai phap hiru ich con bao oOm
thém budc dan nhin cho ting lo va dong goéi kit cung hudng din st dung kit dé chiét
ADN va/hodc ARN tur ti€u ban mo c¢b dinh bang formalin vui trong parafin nham chan
doan bénh ung thu.

Theo khia canh thtr ba, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét ADN
vavhoic ARN bang kit theo giai phap hitu ich dé chiét ADN va/hodc ARN tir ticu ban
moé ¢b dinh biang formalin vui trong parafin nhim chan doan bénh ung thur.

Mo ta vén tit cac hinh vé

Hinh 1 1a két qua dién di ADN la san pham cta phan (mg chudi polymecraza
(PCR) nhéan doan gen 250 bp déc hi€u cho gen Braf chi thi ung thu tr khuon ADN
tach tir tiéu ban md ung thu FPE bang kit theo giai phap hiru ich. Trong do 1: Thang
chuian ADN 100 bp; 2: Déi ching 4m khong c6 khuén ADN; 3: Déi chimg duong ¢o
khudén ADN chtra doan gen Braf; 4 va 5: san pham ADN cua phan ung PCR véi khuon

ADN tach chiét duoc tir 2 tiéu ban md ung thu cia 2 bénh nhan 1 va 2.
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Hinh 2 1a mét doan trinh tu gen Braf ciia bénh nhan 2 véi cac pic AL T. G. C 1o

nét.

Hinh 3 Puong biéu dién khuéch dai tin hiéu huynh quang dac hi¢u cho ARN
thong tin (mRNA) ctia gen GAPDH trong phan tng phién ma nguoc két hop chudi
polymeraza thoi gian thuc (RT-PCR), stt dung khuén ARN tong sO chiét tr ticu ban
md ung thu ¢b dinh bang formalin vui trong parafin ctia 03 bénh nhan khac nhau ky

hiéu BN1, BN2 va BN3.
MG ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc mo ta chi tiét voi cac phuong an va cac vi du
thuc hién giai phap hiru ich, tuy nhién, cac phwong dn va cac vi du nay chi nham muc
dich minh hoa va lam rd ban chét cua gidi phap hitu ich chir khong nham han ché
pham vi y€u ciu bao hd cua giai phap hitu ich.

Theo giai phap hitu ich, thudt nglt dung dich dém Tris-HCI chi dung dich 2-
amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, hydrochlorit, ddy la dung dich d¢m chuan
thuong duoc st dung trong linh vuc k§ thuét nay. Dung dich nay co thé mua duoc
ngoai thi truong. Ngoai ra, cdc dung dich dém hoac cac hoa chat duoc str dung dé ché
san xuét kit theo giai phap hitu ich la cac hoa chét chuan, dugc st dung rong rai trong

linh vuc k¥ thuét nay.

Hat MagSi nano boc silica hay con goi la hat nano oxit sat tr duoce boc biang
silica, 1a hat oxit sit tir dugc boc silica va duoc tao ra bang quy trinh theo giai phap
hitu ich ¢6 kich thudc nano. Theo d6, v& ban chét co thé goi hat MagSi nano boc silica
14 cac hat silica mang tir tinh c6 151 1a hat oxit sat tir. Cac hat nay cho phép ADN hoic
ARN bém 1én bé miit boi luc hut tinh dién. Bing k¥ thudt boc 16i oxit sit tir bang silica
trong diéu kién gia nhiét két hop siéu &m thu dugc hat MagSi nano boc silica tu tinh ¢o

kich thude va c6 do tir hoa thich hop dé st dung trong chiét ADN va/hodc ARN.

Tiéu ban mé ¢ dinh bing formalin vui trong parafin chi mau mo duoc bao quan
trong parafin, cac mo nay duoc xu ly bang formalin va dugc boc trong parafin tranh
viéc lam hong mau va la mau mo ‘thuémg quy su dung trong x¢t nghi¢m t¢ bao. Miu
md dugc st dung 12 mau mod bét ky ctia dong vat, t6t hon 1a cua nguoi, tét hon la mau

md ung thu hozic mau mé nghi ngd mac bénh ung thu cua nguoi.
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Theo d6, giai phap hiru ich dé cap dén kit chiét ADN va/hoiac ARN tir ticu ban

md cb dinh bang formalin vii trong parafin, quy trinh san xuat kit nay va quy trinh

chiét ADN va/hodc ARN tir tiéu ban mo ¢6 dinh bang formalin vui trong parafin bang

kit theo gidi phap hitu ich.

dinh bang formalin vii trong parafin, trong dé kit nay bao gom 10 thanh phan sau:

T | Ky Thanh phn
hiéu
Dung dich dém Tris-HCI chira 50 mg/ml hat nano oxit sat
1 MagSi ttr’ boc silica kich thudc ’30-50nm, do tor hoa tor S0 emu/g
dén 60 emu/g, pH tr 5 dén 7,5
Dung dich dém Tris-HCI nong do tr 20mM dén 80mM,
pHth 7 dén 9 -
2 LB Natri docecyl sulphat (DSD) nong do tir 0,2% dén 2%
Canxi clorua ndng do tir ImM dén SmM
Dung dich dém Tris-HCl ndng do tir 20nM dén 80nM. pH
tr 4 dén 5 - |
3 BBI Guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorit nong do tir
2m dén 5SM
Kali axetat nong do tir 0,2M dén 0,8M
EDTA ndng do tir 2 dén IOmM
Dung dich dém Tris-HCI nong do. 20 8()mM pH 6.5-8.0
Guanidin thiocyanat hodc guamdm hydroclorlt nong do tir
4 BB2 | 2M dén 5M -
Natri xitrat né)ng do tur 0,05M dén 0.2M
EDTA ndng d6 tir 2 dén 10mM
Dung dich dém Tris-HCI nong do 20- SOnM pH 6,0- 7, S
Guanidin thiocyanat hodc guamdm hydmclorll nong do tir
5 | WB1-1 | IM dén 3M B
Natri clorua nong do tu 0, 5M den IM
Etanol ndng do tir 40% dén 6()%
Dung dich dém Tris-HCI ndng do tir 10nM dén 20nM pH
6 | WB2-1 |tu6,0 dén 7,5
Natri clorua nong do tur 0, IM dén 0, SM.
Dém xitrat ndng do tir 10nm dcn 50nM, pH tir 5 dén 6.5
7 | WB1-2 Guanidin thiocyanat hodc guamdm hydrocl()rlt nong do tir

1M dén 3M

Natri clorua nong do tir 0,5M den IM A
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TT | Ky "~ Thanh phin Dinh |
hiéu B luong

Etanol né)ng do tir 40% &n 6000 .
8 | WB2-2 | Pém xitrat ndng do tir 10nM dén 50nM, pl tir S dén 6.5 100ml

Dung diph dém Tris-HCI n611g dotu :25an dén 35nM, pH | 20ml
9 EB1 }ttf_’/'r,}S Adén 9,0

EDTA ndng do tir InM dén 2nM
Nudc cat da dugc xu ly bang diethylpyrocarbonat | 20ml.
(DEPC), pH tr 6,0 dén 6,5

10 EB2

Theo mdt phwong an cia khia canh nay, kit theo giai phap htru ich con ¢o th¢m
huéng dan sir dung dé chiét ADN va/hodc ARN tir tiéu ban mé ¢d dinh bang formalin

vui trong parafin dé chan doan bénh ung thu.

Chn luu ¥ ring, kit theo gidi phap hitu ich ¢6 thé sir dung dé dung d¢ chict ADN
va/hodc ARN cho 100 phan ung PCR chuan. Ty 1& st dung hat MagSi nano boc silica
dbi v&i mdi phan ung tach ADN va/hodc ARN du cho mot phan img PCR chuan la
khoang tir 2-3 mg. Do do, nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay
hoan toan c6 thé thay do6i dinh lugng cua kit theo giai phap htru ich theo ty 1€ tuong
ung dé tao ra cac kit stt dung cho 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 hodc 200, 300. 400.
500 hodc 1000 phan (g ma lugng hat MagSi nano boc silica cho mdi phan tmg chilt
1a khong déi. Theo do, kit dung dé chiét ADN va/hogc ARN cho 10, 20. 30. 40. 50. 60.
70, 80, 90 hoac 200, 300, 400, 500 hoac 1000 phan ng cing la cac phuong an uu ticn
theo giai phap hitu ich.

MagSi chi dung dich dém chira hat MagSi nano boc silica, trong do dung dich
nay duogc tao ra béng cach hoa hat MagSi nano boc silica vai dung dich Tris-1CI 10
mM, pH trong khoang tur 5,0 dén 7 dén nong do 50 mg/ml, sau khi tron déu thu dugc
dung dich dém chira hat MagSi nano boc silica c6 dd tur hoa tu 50 cmu/g dén 60
emu/g. Dung dich dém MagSi nay dugc dung dé lién két dac hiéu hat MagSi nano boc
silica vdi ADN va ARN.

LB chi dung dich dém phan giai, trong do dung dich nay dugc tao ra bang cach
bd sung l1an luot natri dodecyl sulphat (SDS) ndng do tir 0,2 dén 2%, canxi clorua nong

do tr 1 mM dén 5 mM vao dung dich dém Tris-HCl n6ng do tu 20mM dén 80mM. pl
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tir 7,0 dén 9,0. Dung dich dém LB nay duoc ding dé pha v khoi mo. giai phong ARN
va ADN.

BBI chi dung dich dém lién két 1, trong d6 dung dich nay duoc tao ra bang cach
b6 sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit nong do tir 2 M dén 5 M. kali
axetat ndng do tir 0,2 M dén 0,8 M, EDTA nong do tir 2 mM dén 10 mM vao dung
dich dém Tris-HCI nong do tir 20 mM dén 80 mM, pH tir 4,0 dén 5.0. Dung dich dém

BBI1 nay dugc dung dé lién két mot cach chon loc ADN 1én ¢t phan tich ADN.

BB2 chi dung dich dém lién két 2, trong d6 dung dich nay duoc tao ra bang cach
b6 sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit ndng do tir 2 M dén 5 M, natri
xitrat néng do tir 0,05 M dén 0,2 M, EDTA nodng do tir 2 mM dén 10 mM vao dung
dich dém Tris-HCI nong do tir 20 mM dén 80 mM, pH tir 6.5 dén 8.0. Dung dich d¢m
BB2 nay dugc dung dé lien két mét cach chon loc ca ADN va ARN Ién c¢ot phan tach
ADN va ARN.

WBI1-1 chi dung dich dém rtra 1-1, trong d6 dung dich nay dugc tao ra bémg cach
b6 sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit nong do tir 1 M dén 3 M. natri
clorua nf?mg do tir 0,5 M dén 1 M vao dung dich dém Tris-HCI nong do tor 20 mM dén
50 mM, pH tir 6,0 dén 7,5. Dé 6n dinh, dung dich dém WBI-1 nay dugc bo sung
etanol dén khi ndng do dat tir 40% dén 60% trude khi st dung lam dung dich dé rira

phirc hé ADN-MagSi lan 1.

WB2-1 chi dung dich dém rira 2-1, trong d6 dung dich nay dugc tao ra bang cach
hoa tan natri clorua 116r1g do tir 0,1 M dén 0,5 M voi dung dich dém ‘Iris-IHCI ndng do
tr 10 mM dén 20 mM, pH tir 6,0 dén 7,5. Dung dich dém WB2-1 nay duoc dung d¢
rira phirc hé ADN-MagSi lan 2.

WBI1-2 chi dung dich dém rira 1-2, trong do dung dich nay dugc tao ra bémg cach
hoa tan mudi natri xitrat voi axit xitric tao dung dich dém xitrat co 11611g do tr 10 mM
dén 50 mM, pH tir 5,0 dén 6,5, sau d6 bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin
hydrochlorit néng do tir 1 M dén 3 M, natri clorua nong do tir 0,5 M dén 1 M. D¢ on
dinh, dung dich dém WB1-2 nay duoc bd sung etanol dén khi nong do dat tir 40% dén
60% trudce khi sit dung lam dung dich dé rira phirc hé ARN-MagSi lan 1:

WB2-2 chi dung dich dém rira 2-2, trong d6 dung dich nay dugc tao ra bang cach

hoa tan mudi natri xitrat voi axit xitric tao dung dich dém xitrat ¢6 ndng do tor 10 mM
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dén 50 mM, pH tu 5,0 dén 6,5. Dung dich dém WB2-2 nay dugc dung dé rira phire h¢
ARN-MagSi lan 2.

EB1 chi dung dich dém day 1, trong d6 dung dich nay dugc tao ra bang cach hoa
tan EDTA n611g do tr 1 mM dén 2 mM voi dung dich dém Tris-HCI nong do tr 25
mM dén 35 mM, pH tx 7,0 dén 9,0. Dung dich dém EB1 nay duoc dung dé day ADN
ra khoi hat MagSi.

EB2 chi dung dich dém day 2, trong do dung dich nay dugc tao ra bang cach xur
ly nuoc cat bang diethylpyrocarbonat (DEPC), chinh pH tir 6,0 dén 6.5. Dung dich
dém EB2 nay dugc dung dé diy ARN ra khoi hat MagSi.

Theo do, kit theo giai phap hitu ich thich hop dé chiét ADN va/hodc ARN U ticu
ban mo cb dinh bang formalin vui trong parafin dé chan doan bénh ung thu.

Ngoai ra, kit theo giai phap hitu ich con co thém huéng dan su dung dé chiét
ADN va/hodc ARN tir tiéu ban mo c6 dinh bang formalin vii trong parafin dé chén
doan bénh ung thu.

Quy trinh san xudt kit theo giai phap httu ich bao p0om cac cong doan: a) tao hat
MagSi nano boc silica; b) tao 10 dung dich dém; va ¢) tao kit.

Trong cbng doan tao hat MagSi nano boc silica, cong doan nay bao gom cac
budc: tao hat nano oxit st tir, thu hat nano oxit sat tir, va thu hat MagSi nano boc
silica.

Trong budc tao hat nano oxit sat tur, FeCl,.4H,0 va FeCl;.6H,0 lan luot duoc
hoa tan bang nudc dén ndng do tir 0,4 dén 4% va khudy déu trong khoang tir 20 dén 30
phut. Tiép dén, phdi tron hai dung dich nay theo ty I¢ trong luong
FeCl,.4H,0/FeCl;.6H,0 tur 1/2 dén 1/3 (w/w). Tiép dén gia nhiét dung dich chaa ion
s&t nay dén nhiét do khoang tir 50 dén 70°C. Pong thoi, dung dich NH,OH nong do
khoang tur 5 dén 15% ciing dugc gia nhiét dén nhiét dd khoang tr 50 dén 70°C va bo
sung tir tir vao dung dich chira ion st trén theo ty 1€ thé tich tir 1/3 dén 1/4 (w/w) dé
phan ung tao mam két tua hat nano oxit sit xay ra. Tiép dén tién hanh khuay ron déu
trong khoang tir 30 dén 40 phut dé phan tng tao mam hat nano xay ra va két tua thanh
cac hat nano oxit sat kich thudc c& nano. Cac tac gia bat ngd phat hién ra rang, viéc
phéi tron FeCl,.4H,0 va FeCl;.6H,O theo ty 1€ néu trén cung voi viée su dung dung

dich NH,OH ndng d¢ khoang tir 5 dén 15% trong diéu kién phan ing ¢ nhict dg

-14-



2116

khoang tir 50 dén 70°C cho phép thu dugc cac hat oxit st ¢o kich thude dong déu
khoang tir 20 dén 40 nm. Kich thude nay gitp tang hiéu qua chiét va tinh sach ADN

hoac ARN ra khoi mau.

Trong budc thu hat nano oxit sét, tac dung mot tir truong lén dung dich chua hat
nano oxit sit (Fe;04) trong thoi gian tir 5 dén 15 phat. Tu truong nay co thé la
truong cua nam cham dién, nam chdm vinh ciru hodc tr dién truong. ‘Tu truong nay
can dt manh dé hut cac ha nano tu xuéng dé hut, loai bd phém dich trong qua trinh rua.
Sau khi loai bo phan dich, ngit tir trudng va bd sung nude cit dé ria. tiép do tac dung
tu truong tu 5 dén 15 phut dé tu hat nano va loai bo nuge. Qua trinh rua nay duoc lap
lai tr 5 dén 10 1an, thu dugc hat nano oxit st tir sach. Viéce tac dung tir truong vao hat
nano va ngit tir truong trong thoi gian tir 5 dén 15 phat cung vai viée rua bang nudc
giup loai bo cac hat khong nhiém tir, nhdm thu dugc luong hat nano sach la oxit SAL L.

cac hat nay nhiém tr khi dt trong tir truong.

Trong budc thu hat MagSi nano boc silica, tién hanh rira lai hat nano oxit sat
thu duoc & trén bang con, sau d6 pha véi dung dich ¢dn theo ty 1& tir 1 dén 2% (g/ml).
Tiép do, bd sung khoang tir 5 dén 20% dung dich bao gdbm NH,OH 25% da pha voi
tetracthyl orthosilicat (TEOS) theo ty 1¢ 50/50 (w/w). Dung dich nay cho phép tao ra
duoc 16p silica boc bén ngoai hat nano oxit sit tir. Sau khi bd sung khoang 10 dén 30%
nuéc cit va dé hon dich nay trong bé sidu Am voi tan s tir 30 dén 40 kHz trong thoi
gian tu 1 dén 2 gio thu duge hat nano sat tir dugc boc 16p silica SiO, day khoang tir 2
dén 5nm. Hat nano oxit st tir dugce boc 16p silica nay dugc loc rira béng nude cat thu
duogc hat MagSi nano boc silica kich thudc tir 30-50nm ¢0 do tu hoa w50 emu/g dén
60 emu/g. Bang cach sit dung k¥ thuat siéu am véi dung dich NH,OH 25% da pha voi
tetraethyl orthosilicat, co thé tao ra duoc 16p phu déu trén tung 161 hat nano oxit SAL L.
khong bi két tu hoidc tao khdi hat nano 16m voi kich thude micro. Ky thuat nay cho
phép thu duoc hat MagSi nano boc silica kich thugce tor 30-50nm d("mg déu co do
hoa tir 50 emu/g dén 60 emu/g thich hop st dung lam chit mang gan ADN va/hoic
ARN dac hiéu.

Trong cong doan tao 10 dung dich dém, cong doan nay bao 2dm cac bude: tao
dung dich dém chira hat MagSi nano boc silica (MagSi); tao dung dich dém phén giai
(BL); tao dung dich dém lién két 1 (BB1); tao dung dich dém li¢n két 2 (BB2): tao
dung dich dém rtra 1-1 (WB1-1); tao dung dich dém rtra 2-1 (BB2-1); tao dung dich
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dém rira 1-2 (WB1-2); tao dung dich dém rira 2-2 (WB2-2); tao dung dich d¢m day |
(EB1); va tao dung dich dém déy 2 (EB2). Cong doan nay bao e6m cac bude duge
thuc hién doc 1ap nhau, do do, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay hiéu rang, cac budc nay co thé thuc hién tuy y ma khong phai theo thu tu nhu
dugc mo ta ¢ day, mién la thu duoc 10 dung dich dém theo yCu cau.

Trong budc tao dung dich dém chira hat MagSi nano boc silica (MagSi). hat
MagSi nano boc silica thu duoc ¢ trén dugc chuan hoa trudc khi st dung, nghia la
dinh luong dé dat néng do pha kiém soat duoc. Cu thé 1a hat MagSi nano boc silica ¢0
thé duge dinh lwong va pha voi dung dich Tris-HCI 10 mM, pH trong khoang tir 5.0
dén 7 dén ndng do S0 mg/ml. Sau khi tron déu dé cac hat nay phan tan dong déu. thu
duoc dung dich dém chura hat MagSi nano boc silica co do tir hoa tur 50 emu/g dén 60

emu/g. Dung dich dém MagSi nay dugc dung dé lién két dac hiéu voi ADN va ARN.

Trong budc tao dung dich dém phan giai (LB), tién hanh bo sung lan lugt natri
dodecyl sulphat (SDS) ndng do tir 0,2 dén 2%, canxi clorua nong do (r 1 mM dén 3
mM vao dung dich dém Tris-HCI nong do tir 20mM dén 80mM. pH tur 7.0 dén 9.0 tron
déu. Cac mudi nay duogc hoa tan hoan toan trong dung dich dém, co thé tién hanh loc
dé loai bo phan khong tan. Dung dich dém LB thu dugc ddng nhat va dugc dung két
hop v6i enzym proteaza ¢ nhiét do va thoi gian thich hop co tac dung pha vo khoi mo

vui trong parafin, giai phéng ARN va ADN.

Trong budc tao dung dich dém lién két 1 (BB1), tién hanh bo sung guanidin
thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit noéng do tir 2 M dén 5 M., kali axetat nong do
0,2 M dén 0,8 M, EDTA ndng d tir 2 mM dén 10 mM vao dung dich dém Tris-[1C]
ndng do tir 20 mM dén 80 mM, pH tr 4,0 dén 5,0 tron déu dé thu duoc dung dich done
nhit. Cac mudi nay duge hoa tan hoan toan trong dung dich dém, co thé tién hanh loc
dé loai bo phan khong tan. Dung dich dém BB1 nay thu duoc dong nhat va co tac dung
tao moi truong thudn lgi dé lién két mét cach chon loc ADN h¢ gen vai SiO; cua hat
MagSi. Theo mdt phuong an uu tién, mudi duoc st dung 1a mudi guanidin thiocyanat
ndng do tr 2 M dén 5 M. Theo mdt phuong an uu tién khac. mudi duge st dung 1a

mudi guanidin hydrochlorit nong do tir 2 M dén 5 M.

Trong budc tao dung dich dém lién két 2 (BB2), tién hanh bo sung guanidin

thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit nbng do tir 2 M dén 5 M, natri xitrat nong do tur
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0,05 M dén 0,2 M, EDTA néxlg do tr 2 mM dén 10 mM vao dung dich dém Tris-11Cl
ndng do tr 20 mM dén 80 mM, pH tir 6,5 dén 8,0 va tron déu dé thu duoc dung dich
dong nhat. Cac mudi nay dugc hoa tan hoan toan trong dung dich dém, co thé ticn
hanh loc dé loai bo phan khong tan. Dung dich dém BB2 nay thu duoc dong nhét va co
tac dung tao moi truong thuan loi dé lién két mot cach chon loc ARN va ARN h¢ ecn
vGi SiO, cta hat MagSi. Theo mot phuong an uu tién, mubi duogc st dung la mudi
guanidin thiocyanat ndng do tir 2 M dén 5 M. Theo mot phuong an uu tién khac. mudi

duoc st dung 1a mudi guanidin hydrochlorit ndng do tir 2 M dén 5 M.

Trong budc tao dung dich dém rira 1-1 (WBI1-1), tién hanh bo sung guanidin
thiocyanat hoac guanidin hydrochlorit ndng do tir 1 M dén 3 M. natri clorua nong do
tir 0,5 M dén 1 M vao dung dich dém Tris-HCI néng do tir 20 mM dén S0 mM. pll ur
6,0 dén 7,5 va tron déu dé thu duoc dung dich déng nhat. Pé 6n dinh mau, bo sung
etanol dén khi ndng do dat tir 40% dén 60%. Cic mudi ndy dugc hoa tan hoan toan
trong dung dich dém, co thé tién hanh loc dé loai bo phan khong tan. Dung dich d¢m
WBI1-1 nay thu duoc dong nhét c6 tac dung rira, loai bo céc thanh phan khong phai la
axit nucleic bam khong dic hiéu véi hat MagSi va dugc ding dé raa phie hé ADN-
MagSi sau khi da lién két ADN lén hat MagSi. Theo mot phuong an uu tién, mudi
duoc st dung 14 mudi guanidin thiocyanat ndng do tir 1 M dén 3 M. Theo mot phuong
an uu tién khac, mudi duoc st dung 14 mudi guanidin hydrochlorit nong do tir 1 M dén

3 M.

Trong budc tao dung dich dém rua 2-1 (WB2-1), tién hanh hoa tan natri clorua
ndng do tir 0,1 M dén 0,5 M v6i dung dich dém Tris-HCI ndng do tir 10 mM dén 20
mM, pH tir 6,0 dén 7,5 dé thu duoc dung dich dé”)ng nhat. Dung dich dém WB2-1 nay
¢6 tac dung rira, loai b hoan toan guanidin thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit con
sot lai sau khi rira bang dung dich dém WB1-1. Theo cach khac, dung dich dém WI2-
1 nay dugc dung dé rira phic hé ADN-MagSi lan 2.

Trong buée tao dung dich dém rira 1-2 (WB1-2), tién hanh hoa tan mudi natri
xitrat voi axit xitric tao dung dich dém xitrat co néng do tir 10 mM dén S0 mM. pll tir
5,0 dén 6,5. Tiép d6, hoa tan guanidin thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit nong do
tr 1 M dén 3 M, natri clorua ndng do tir 0,5 M dén 1 M dé tao dung dich dong nhat.
Dé bn dinh, tién hanh bd sung etanol dén khi n611g do dat tir 40% dén 60%. Cac mudi

nay dugc hoa tan hoan toan trong dung dich dém, c6 thé ti€n hanh loc dé loai bo phan
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khéng tan. Dung dich dém WB1-2 nay thu dugc dong nhat co tac dung ria, loai bo cac
thanh phin khéng phai 12 axit nucleic bam khong déc hiéu voi hat MagSi va duoc
dung dé rira phirc hé ARN-MagSi sau khi da lién két ARN lén hat MagSi. Theco mot
phuong an uu ti€n, mudi duoc st dung 12 mudi guanidin thiocyanat nong do 1 M
dén 3 M. Theo mdt phuwong an uu tién khac, mubi duoc str dung la mudi guanidin

hydrochlorit ndng do tir 1 M dén 3 M.

Trong budc tao dung dich dém ria 2-2 (WB2-2), tién hanh hoa tan mudi natri
xitrat véi axit xitric tao dung dich dém xitrat ¢o noéng dd tir 10 mM dén 50 mM, pli
5,0 dén 6,5. Dung dich dém WB2-2 nay c6 tac dung rua, loai bo hoan toan guanidin
thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit con sot lai sau khi rua bang dung dich d¢m
WB1-2 dugc dung dé rira phirc hé ARN-MagSi sau khi da duoc rira bang dung dich
dém WB1-2 dé thu ARN trong qua trinh chiét. Theo cach khac, dung dich dém WI32-2
nay duge ding dé rira phitc hé ARN-MagS$i lan 2.

Trong budc tao dung dich dém diy 1 (EB1), tién hanh hoa tan EDTA nong do tir
1 mM dén 2 mM voéi dung dich dém Tris-HCl noéng do tir 25 mM dén 35 mM. pli wr
7,0 dén 9,0 dé thu dugc dung dich d@)ng nhét. Dung dich dém EBI1 nay dugc dung de
ddy ADN ra khoi hat MagSi. Cu thé 1a trong qua trinh chiét ADN, sau khi ADN dugc
rira bing phic hé WB2-1 thu duge cac hat MagSi gan ADN, khi do su dung dung
dich dém dAy EB1 nay dé tach ADN ra khoi hat MagSi dé thu dugc ADN tinh sach.

Trong budc tao dung dich dém day 2 (EB2), tién hanh bang cach xu ly nudc ¢l
bang diethylpyrocarbonat (DEPC). Quy trinh xu ly nudc cit nay theo quy trinh chuén
da duoc d& cap. Sau dé, chinh pH ciia nude cat tir 6,0 dén 6,5 d¢ thu duoc dung dich
dong nhat. Dung dich dém EB2 nay dugc dung dé ddy ARN ra khoi hat MagSi, cu thé
1a trong qua trinh chiét ARN, sau khi rira phirc hé¢ ARN-MagSi bang dung dich WB2-2
thu duoc cac hat Mag gan ARN, khi do sur dung dung dich dém EB2 dé tach ARN ra
khoi hat MagSi dé thu dugc ARN tinh sach.

Trong cong doan tao kit, 10 dung dich thu dugc & trén dugc dong lo va tao kit

v6i cac thanh phéan va dinh lugng nhu sau:
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stt Thanhphan | Kyhieu | Dinhlugng | $6luong
(ml/lo) (lo)

| | Dung dich dém chira hat MagSi | Magsi | 18 3

2 | Dung dich dém phan giai B | 20 .
3 | Dung dich dém lién két 1 BBI 50 L
4 | Dung dich dém lién két 2 BB2 40 1 |
5 | Dung dich dém rira 1-1 wBI-l | 30 |

6 | Dung dich dém rira 2-1 WB2-1 | 30 |

7 | Dung dich dém rira 1-2 WBI-2 | 100 1

8 | Dung dich dém rira 2-2 wB22 | 100 |

9 | Dung dich dém ddy 1 EBI | 20 |

10 | Dung dich dém déy 2 k. EB2 o 2() " l.

Céc lo trong kit nay con dugc dan nhan cho tung lo, tiép do dong goi kit cung
huong dan st dung kit dé chiét ADN va/hoge ARN tir tiu ban mo ¢ dinh bing
formalin vui trong parafin nham chin doan bénh ung thu. Quy trinh chiét ADN
va/hoic ARN bang kit theo giai phap hitu ich duge thue hién theo hudng dan dugc néu
bén dudi.

Theo khia canh tht ba, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh chiét ADN
va/hodc ARN bang kit theo giai phap hitu ich dé chiét ADN va/hodc ARN tur ti¢u ban
md cd dinh bang formalin vui trong parafin nhim chén doan bénh ung thu. Theo do.
kit theo giai phap hitu ich c6 thé duge sir dung dé chiét ADN., ARN hoac dong thoi ca
ADN va ARN tir tiéu ban md c¢b dinh bang formalin vui trong parafin.

Quy trinh chiét AND tir tiéu ban mé c6 dinh béng formalin vui trong parafin
bang kit theo gidi phap hitu ich dugc thuc hién nhu sau:

a) Dung gii té bao md bing cach b6 sung 200 ul dung dich LB vao dng chira
mau mo vui parafin va ly tam & tdc do 8000 vong/phut trong 30 gidy, thu phan 16p ben
dué6i chira mo ngam trong dém LB, sau do b6 sung 20 pl proteinaza K. tron déu va u
trong khoang tir 56°C dén 60°C trong 60 phit, tiép dén G mau & 90°C trong 60 phit

dé dung giai té bao;
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b) Gan ADN lén hat MagSi bang cach bd sung 400 pl dém BBI, 200 pl
isopropanol, 50 pl dém MagSi vao 6ng chira mau, tron déu trong 10-15 gidy. sau khi u

& nhiét do phong trong khoang tir 2 phit dén 3 phut dé gan ADN Ién hat MagSi nano:

¢) Thu hat MagSi-ADN bang cach dit bng mau lén gia tu dé tap trung hat
trong khoang tir 30 gidy dén 60 gidy hoc t6i khi dich tro nén trong, loai bo dich va bo
sung 600 pl dém WBI1-1 dao trdn déu, sau khi dat Ién gia tir, loai bo dém WBI-1. b
sung 800 pl dém WB2-1 va dat Ién gia tu loai bo dém WB2-1 thu duge hat MagSi-
ADN;

d) Thu ADN bing cach bd sung 200 ul dém EBI va tron déu mau trong khoang
tir 10 gidy dén 15 gidy, sau khi u mau & 60°C trong khoang tir 2 phat dén 3 phut, hut
phén dich thu dugc ADN tinh sach.

Quy trinh chiét ARN tur tiéu ban mo co dinh bang formalin vui trong parafin

bang kit theo giai phap hiru ich duge thyc hién nhu sau:

a) Dung giai té bao md bing cach bd sung 200 ul dung dich LB vao bng chura
mau md vui parafin va ly tdm & téc @6 8000 vong/phit trong 30 gidy, thu phan 1op ben
duéi chtta mod ngam trong dém LB, sau do bd sung 20 pl proteinaza K, tron déu va u
trong khoang tir 56°C dén 60°C trong 15 phut, tiép dén G mau ¢ 80°C trong 30 phut
dé dung giai té bao;

b) Gin ARN lén hat MagSi bing cach b sung 400 pl dém BB2, 200 ul
isopropanol, 50 ul dém MagSi vao éng chira mau, tron déu trong 10-15 gidy. sau khiu

& nhiét do phong trong khoang tir 2 phut dén 3 phuat dé gan ARN lén hat MagSi nano:

¢) Thu hat MagSi-ARN bang cach dat ong mau lén gid tu dé tap trung hat
trong khoang tir 30 giay dén 60 gidy hoac t6i khi dich tré nén trong, loai bo dich va bo
sung 600 pl dém WB1-2 dao tron déu, sau khi dat Ién gia tir, loai bo dém WRBI-2. bo
sung 800 ul dém WB2-2 va dat 1én gia tur loai bo dém WB2-2 thu dugc hat MagSi-
ARN;

d) Thu ARN bang cach bd sung 200 pl dém EB1 va tron déu mau trong khoang
tir 10 gidy dén 15 giay, sau khi 0 mau & 60°C trong khoang tr 2 phut dén 3 phat, hut
phén dich thu dugc ARN tinh sach.
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Quy trinh chiét ARN va ADN tur ti€u ban mo ¢ dinh bang formalin vui trong

parafin bang kit theo giai phap hitu ich duge thuc hién nhu sau:

a) Dung giai té bao md bang cach bd sung 200 pl dung dich LB vao dng chira
mau mo vui parafin va ly tim & tdc d6 8000 vong/phut trong 30 gidy, thu phan I6p bén
dudi chira md ngam trong dém LB, sau do bd sung 20 pl proteinaza K. tron déu va u
trong khoang tir 56°C dén 60°C trong 15 phit, tiép dén 4 mau ¢ 80°C trong 30 phiit
dé dung giai té bao;

b) Gén ADN va ARN lén hat MagSi bang cach bo sung 200 pl dém BB1 va 200
ul dém BB2, 200 ul isopropanol, 50 pl dém MagSi vao bng chira mau, tron déu trong
10-15 gidy, sau khi 0 & nhiét do phong trong khoang tur 2 phat dén 3 phut dé ean ADN
va ARN lén hat MagSi nano;

¢) Thu hat MagSi-ADN/ARN béng cach dat ong mau Ién gid tr dé tap trung hat
tir trong khoang tir 30 gidy dén 60 gidy hodc t6i khi dich tré nén trong. loai bo dich va
bd sung 600 pl dém WBI-2 dao tron déu, sau khi dit 1én gia tir, loai bo dém WBI1-2.
bd sung 800 pl dém WB2-2 va dat [én gia tir loai bo dém WB2-2 thu duoc hat MagSi-
ADN/ARN; '

d) Thu ADN va ARN bing cach bd sung 200 pl dém EBI1 va tron déu mau trong
khoang tur 10 gidy dén 15 gidy, sau khi @ mau & 60°C trong khoang tur 2 phut dén 3
phut, hit phan dich thu duge ADN va ARN tinh sach.

Theo do, viéc chiét tach ARN va/hodc ARN duoc tlm'c hi¢n bang gia tir cho phép
tu dong hoa quy trinh chiét, béng cach bat giir chon loc cac hat nano tir nén vice chiét
ADN va/hoic ARN hiéu qua va cé kha nang chiét duoc voi mau co lugng ADN
va/hodc ARN thép.

Vi du thwe hién giai phap hiru ich
Vidu l: San xudt hat MagSi nano boc silica

Pé san xuét khoang 1g hat MagSi nano boc silica, tién hanh hoa tan lan lugt
0.858¢ mudi sét FeCI2.4H20 va 1,866 g mudi st FeCl;.6H,0 vao 100 ml nuoe cat.
Khudy déu dung dich nay trong 20 phut. Tiép do tron déu hai dung dich nay thanh 200

ml dung dich muéi sét dong nhit va gia nhiét dén nhiét do 60°C.
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Hoa tan 30 ml dung dich NH4OH 25% vao 30 ml nudc cAt dé tao thanh dung
dich dong nhét, sau do gia nhiét dung dich nay dén 60°C va bo sung vao 200 ml dung
dich mudi sat néu trén. Sau do tién hanh khudy tron déu trong 30 phit dé phan tmg tao
mam va két tia hat nano xay ra, thu dugc 260 ml dung dich chira hat nano oxit sdt. Sau
d6 chuyén binh phan (mg nay lén trén thanh nam cham dé tac dung tur 1én dich chia
hat nano oxit st tir (Fe;0,) trong 15 phut dé hat nano trong dung dich tu xubng dudi
day binh. Sau khi oai bo phan dich, liy binh phan (mg ra khoi nam cham va bd sung
100 ml nude va khudy tron du, sau d6 chuyén binh phan ung nay Ién thanh nam cham
trong 15 phut dé két tu cac hat nano xubng day binh va loai bo nuoc. Lap lai qua trinh

rira nay 10 14n, thu duoc khoang 1g hat nano oxit sat.

Tién hanh rtra hat nano oxit st thu dwoc & trén bang 50 ml ¢dn ctanol bing
phuong phap nhu rua bang nudc, sau do pha chuén lg hat nano oxit sat duoc hoa
trong 100 ml cdn etanol dé tao dung dich 1% hat nano oxit sat. Tiép do tron déu voi
dung dich bao gdm 10 ml NH,OH 25% pha vei 10 ml tetracthyl orthosilicat (TEOS)
va bd sung 30ml nude cét va chuyén hon dich nay vao trong bé siéu am. Chinh tan sd
siéu am dén 40 kHz va giit trong 2 gi0® dé phan (mg boc silica 1¢n 131 hat nano oxit sit
xay ra. Tiép do loc va rira bang nudc cat thu dugce hat MagSi nano boc silica kich
thuée tir 30-50nm co6 do tir hoa tir 50 emu/g dén 60 emu/g. Hat MagSi nano boc silica
nay dugc chuin do dén 25mg/ml bang nuéc cAt dé bao quan trudce khi tao dung dich

dém.

Vi du 2: Sin xudt kit chiét ADN va/hodc ARN tir tiéu ban mo cé dinh bing formalin

vii trong parafin

D& san xudt kit chiét ADN va/hodc ARN tir tiéu ban mo ¢6 dinh bang formalin
vui trong parafin, tién hanh thuc hién véi kit st dung cho 100 phan ung chiét. Tién

hanh pha ché 10 dung dich dém nhu sau:

Léy 11ml dung dich chira hat MagSi nano boc silica da duoc chudn do dén 25
mg/ml, sau khi loai bo nudc va pha v6i dung dich Tris-HCI 10 mM, pH -6, dén nong
d6 50 mg/ml. Dung dich nay dugc tron déu trong 3 phit, thu duoc 5.4 ml dung dich
dém chira 270 mg hat MagSi nano boc silica co do tir hoa tir 55 emu/g. Chia 5.4 ml
dung dich dém MagSi nay vao 3 lo kin dung tich 2ml, mdi lo chira 1.8ml dung dich

dém chira hat MagSi, ky hi¢u MagSi.
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Pha 5 mg mudi canxi clorua va lg natri dodecyl sulphat (SDS) vao 3 ml dung
dich dém Tris-HCI ndng do 50mM, chinh pH=8 va tron déu, ticp do b6 sung nuoc ¢l
khir ion dé thu duoc 20ml dém LB. Dung dich dém LB nay dugc dong vao lo kin dung
tich 20ml, ky hiéu LB.

Hoa tan 8¢ guanidin hydrochlorit va 2g kali axetat trong 2 ml dem Tris-HCL, tiép
do chinh pH=7 va bd sung 2ml EDTA noéng do S00mM va tron déu. Cudi cang bo
sung nudc khir ion dé thu dugc 40 ml dém BB1. Dung dich dém BB1 nay duoc dong

vao trong lo kin dung tich 40ml, ky hiéu BB1.

Hoa tan 8¢ guanidin hydrochlorit va 2g kali axetat trong 2 ml dém Tris-HCL. tiép
d6 chinh pH=7 va bd sung 3ml EDTA ndng do 500mM va tron déu. Cudi cung bo
sung nudc khir ion dé thu duoc 40 ml dém BB2. Dung dich dém BB2 nay duoc dong

vao trong lo kin dung tich 40ml, ky hiéu BB2.

Hoa tan 15g guanidin hydrochlorit va 5g natri clorua vao 5ml dung dich d¢m
Tris-HCI nbéng dd 1M, tron déu, sau do chinh dén pH=6 va bd sung 60 ml ctanol 96"
va tron déu. Cudi cing bd sung nude cét dén khi dat di 100 ml. Thu duge 100 ml dung
dich dém WB1-1. Dung dich dém WBI-1 dugc dong vao lo kin dung tich 100 ml. ky
hiéu WB1-1.

Hoa tan 15g guanidin hydrochlorit va 5g natri clorua vao S5ml dung dich d¢m
Tris-HCl néng dd 1M, tron déu, sau d6 chinh dén pH=6 va bd sung 60 ml ctanol 96"
va tron déu. Cudi cuing b6 sung nudc cat dén khi dat du 100 ml. Thu dugc 100 ml dung
dich dém WB1-1. Dung dich dém WBI-1 duogc dong vao lo kin dung tich 100 ml. ky
hiéu WB1-1.

Hoa tan 1g natri clorua trong 2ml dung dich dém Tris-HCI 1M, pH 6. sau do bho
sung thém nudc cAt khir ion dén thé tich 30 ml, sau do bo sung etanol 96° du 100m!
thu duoc 100 ml dung dich dém WB2-1. Dung dich dém WB2-1 nay dugc dong vao lo
kin dung tich 100 ml, ky hi¢u WB2-1.

Hoa tan 1g natri xitrat va 100 mg axit xitric trong nudc dé tao dém xitrat nong do
20mM, pH=6. Tiép d6 hoa 15g guanidin hydrochlorit v6i SOml nude cat khi ion . cudi
cung bd sung etanol 96° di 100 ml va tron déu. thu duoc 100 ml dung dich dém WBI-

2. Dung dich dém WBI1-2 nay dugc dong vao lo kin dung tich 100 ml, ky hi¢cu WB1-2.
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Hoa tan lg natri xitrat va 100 mg axit xitric trong 100 ml nuoc cét dé thu duoc
100 ml dung dich dém WB2-2. Dung dich dém WB2-2 nay duoc dong vao lo kin dung
tich 100 ml, ky hi¢u WB2-2.

Tron 6ml dung dich Tris-HCl noéng do 100mM, pH- & voi 2ml EDTA nong do
20mM c6 pH=8. Cudi cung bd sung nude cAt di 20 ml. Dung dich dém EB1 nay duoc
dong vao lo kin dung tich 20ml, ky hi¢u EB1.

Xir Iy 20ml nuée cit bang diethylpyrocarbonat (DEPC) 0,1%. chinh pH 6.0. thu
duoc 20ml dung dich dém EB2. Dung dich dém EB2 nay dugc dong vao lo kin dung
tich 20ml, ky hiéu EB2.

Céc lo trén (12 lo) duoc dan nhan va dong hdp cing v6i huéng dan huéng dan su
dung kit dé chiét ADN va/hogc ARN tir tiéu ban mo ¢6 dinh bing formalin vui trong
parafin nhim chan dodn bénh ung thu dé tao thanh kit hoan chinh.

Vi du 3: Thir nghiém chiét ADN tir mdu mé ung thw dai triee trang va ung thu vom

hong bang kit theo giai phdp hitu ich

Mau mo ung thu tuyén giap va mau mo6 ung thu vom hong cua bénh nhan ung
thu tuyén gidp va ung thu vom hong duge xu ly bang formalin vui trong parafin duoc
cung cap tir bénh vién va dugc st dung lam mau thr nghiém chié¢t ADN bang kit theo
giai phap hitru ich.

Mau mo vui trong parafin duoc cit theo dinh luong chuén cho vao éng xtr 1¥. bo
sung 200 ul dung dich LB va ly tdm ¢ tbc dd 8000 vong/phat trong 30 gidy, thu phan
16p bén dudi chira md ngam trong dém LB, sau dé bod sung 20 pl proteinaza K. tron
ddu va i & 60°C trong 60 phit, tiép dén gia nhiét 1én 90°C trong 60 phit dé dung gidi
té bao.

B4 sung 400 pl dém BB1, 200 pl isopropanol, 50 ul dém MagSi vao dng chira
mAu, tron déu trong 10 gidy, va u ¢ nhiét do phong trong 3 phut dé gan ADN 1én hat
MagSi nano. Tiép dén, dua mau nay lén gid tu dé tap trung hat tir trong 60 gidy dé dich
trd nén trong, phén hat dugc tu xubng bén dudi. Sau do, loai bo dich va bo sung 600 1!
dém WB1-1 va tron déu va chuyén lén gia tir dé két tu hat va loai bo dém WBI-1. Tiép

dén, bd sung 800 pl dém WB2-1 va dat lén gia tir va loai bo dém WB2-1.

B6 sung tiép 200 pl dém EB1 vao mau va tron déu miu trong 10 gidy roi & mau o

60°C trong 3 phut, hut phan dich chira ADN tinh sach.
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Pé kiém tra chét lugng ADN thu dugc, su dung mau ADN thu dugc ¢ trén dé
ding lam khuon st dung trong phan tng PCR va giai trinh tu gen. Phan img PCR
nham nhan doan ADN c6 kich .thu“('rc 250 bp déc hiéu cho doan gen Braf. Thanh phan
master mix cua mot phan trng bao gdm 6 pl MgCl, 25 mM, 5 ul Go-Bufer 10X. 0.2 ul
Go-Taq polymeraza (cta hang Promega, Hoa Ky) 2.5 ul dN'TPs (I'erments. Hoa Ky). |
ul moi xuodi Braf Fw va 1 pl mdi nguge Braf Rv (IDT, Hoa Ky), nudc cat khur trimg

duoc da 22 pl, miu sir dung 3 pl ADN thu dugc & trén.

Tién hanh PCR véi 40 chu ky, bao gdm budc bién tinh ADN ¢ 94°C trong |
phut, budc gin mdi & 65°C trong 45 gidy va bude kéo dai ¢ 72°C trong | phut. Két qua
phén tich trén gel agaroza 2% su dung thang chuin ADN 100 bp dugc thé hién trén
Hinh 1. Két qua giai trinh tu duoc thé hién trén Hinh 2.

Theo Hinh 1 cho thiy, cac bing sd 4-5 ¢6 do sang, ro nét va co kich thuac
khoéang 250 bp phu hop ly thuyét. Pidu nay cho thdy rang kit theo giai phap htru ich co
kha ning chiét ADN cua md ung thu véi nong do va do tinh sach bao dam chét luong
cho phéan tmg PCR. Hinh 2 cling cho thdy san pham PCR c6 thé st dung lam khuon dé
giai trinh tw ADN cua gen Braf voi cac peak A, T, C, G r0 nét.

Vi du 4: Thir nghiém chiét ARN tiv miu mé ung thu tuyén gidp bang kit theo gidi

phdp hivu ich

Mau mo ung thu tuyén giap tr bénh nhan dugc xu ly bang formalin vui trong
parafin dugc cung cép tir bénh vién va dugc su dung lam mau thu nghi¢m chiét ARN
bang kit theo giai phéap hitu ich.

MAu md vui trong parafin dugc cit theo dinh luong chuén cho vao dng xur ly. bo
sung 200 ul dung dich LB va ly tdm ¢ tdc do 8000 vong/phut trong 30 gidy, thu phan
16p bén dudi chira md ngdm trong dém LB, sau do bd sung 20 pl proteinaza K, tron
ddu va i & 60°C trong 60 phit, tiép dén gia nhiét 1én 90°C trong 60 phut dé dung gidi
té bao.

B& sung 400 pl dém BB2, 200 pl isopropanol, 50 ul dém MagSi vao ong chira
mAu, tron déu trong 10 gidy, va u ¢ nhiét do phong trong 3 phut dé gan ADN lén hat
MagSi nano. Tiép dén, dua miu nay lén gia tur dé tap trung hat tir trong 60 gidy dé dich

trd nén trong, phén hat dugc tu xuéng bén dudi. Sau do, loai bo dich va b6 sung 600 ul
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dém WB1-2 va tron déu va chuyén 1én gia tu dé két tu hat va loai bo dém WB1-2. Tiép

dén, bd sung 800 pl dém WB2-2 va dat 1én gia tir va loai bo dém WB2-2.

B6 sung tiép 200 ul dém EB1 vao mau va tron déu mau trong 10 gidy roi U mau o

60°C trong 3 phut, hut phan dich chita ARN tinh sach.

Pé kiém tra chit lugng ARN thu duoc, tién hanh kiém tra rcaltime-PCR voi do
Tagman dé nhan doan gen GAPDH c6 kich thudc 199 bp. Thanh phan master mix cua
mot phan tng TOPreal™ One-step RT gqPCR kit (do TagMan) 5X (cua hang
Enzynomics, Han Quéc), 5 uM mdi xudi GAPDH Fw, 5 pM moi nguge GAPDH Ry
va 1uM probe GAPDH cho tin hiéu huynh quang HEX (1D, Hoa Ky), nuge cat vira
dt 20 pl. St dung 5 ul ARN mau thu duoc & trén cho mdi dng phan ime. Tién hanh
phan tmg véi 40 chu ky, mdi chu ky bao gdm budc tao cDNA ¢ 50°C trong 30 phut.
bién tinh khoi dong & 94°C trong 10 phut, bién tinh ADN & 94°C trong 10 gidy, budc

ghn moi va kéo dai ¢ 60°C trong 1 phut.

Két qua phéan tich dugc thé hién trén Hinh 3. Theo d6 cho thay phan (g
realtime- PCR da nhan thanh cong ARN chiét tir tiéu ban ¢6 dinh mo ung thu cua 3
bénh nhan khac nhau bang kit theo giai phap hiru ich. Ca 3 duong biéu dién khuéch dai
cho duong cong rd rang, cho tin hi¢u huynh quang tdt. Diéu nay chung minh rang kit
theo giai phap hitu ich chiét duoc ARN tur mau md v6i ndng do va do tinh sach bao

dam chat lugng cho phan tmg PCR.
Vidus: Kiém tra tinh on dinh va hi¢u qua cia kit chiét ARN va ADN

Trong thtr nghiém nay, tién hanh danh gia hiéu qua chiét ADN va ARN tir mau
dbi véi kit va tinh 6n dinh cta kit bao quan trong diéu kién moi truong (goi 1a SC) so
v6i kit thwong mai MagMAX™ FFPE DNA/RNA Ultra Kit cua hang Life Technology
(20i 12 MMax). Ddi chimg dwong (DC+) va doi chimg am (DC-) duge tién hanh voi
mau tring va mau chira gen cua virut EBV va HPV tuong ung.

Kit theo giai phap hitu ich dugc san xudt va bao quan ¢ nhiét do moi truong
trong 3 thang trude khi sir dung trong thir nghiém. Kit thuong mai dugc su dung theo
huéng din cta nha san xudt.

Nim mau mo ung thu tuyén giap tir 5 bénh nhén khac nhau dugc xu ly bang
formalin vui trong parafin dugc cung cép tir bénh vién va dugc sir dung lam mau thu

nghiém chiét ADN va ARN biang kit theo giai phap hiru ich.
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Mau mo vui trong parafin duoc cit theo dinh lugng chuan cho vao dng xu 1y, bo
sung 200 pl dung dich LB va ly tdm ¢ tdc do 8000 vong/phut trong 30 gidy. thu phan
I6p bén dudi chira md ngdm trong dém LB, sau d6 bod sung 20 ul proteinaza K, trdn
du va 1 & 609C trong 60 phit, tiép dén gia nhiét 1én 90°C trong 60 phit d¢ dung giai
té bao.

B6 sung 200 ul dém BBI1, 200 pl dém BB2, 200 ul isopropanol, 50 pl dém

MagSi vao ong chira mau, tron déu trong 10 gidy, va u ¢ nhiét d phong trong 3 phut

dé gan ADN va ARN lén hat MagSi nano. Tiép dén, dua mau nay lén gia tu dé tap
trung hat tir trong 60 gidy dé dich tro nén trong, phan hat duoc tu xudng bén dudi. Sau
d6. loai bo dich va b sung 600 pl dém WB1-2 va tron déu va chuyén Ién gia tir dé két
tu hat va loai bé dém WBI1-2. Tiép dén, b6 sung 800 pl dém WB2-2 va dat Ien gia
va loai bo dém WB2-2.

B6 sung tiép 200 ul dém EB1 vao mau va tron deu mau trong 10 gidy roi 4 mau O

60°C trong 3 phut, hat phan dich chira ADN va ARN tinh sach.

Tién hanh chiét ADN va ARN bing kit thuong mai thco hudng dan ctia nha san
xudt. Ham luong va chat luong ADN tach chiét tir 2 b9 kit s&€ duge danh gid so sanh
bang hé théng do quang phd va realtime-PCR dé nhan doan gen dac hi¢u cho virut
EBV va HPV la 2 dbi twong nghién ctru ¢ cac bénh nhén ung thu vom hong. Két qua

so sanh do tinh sach cua cac mau ADN chiét bai 2 b kit duoc thé hién ¢ Bang 1.

Bang 1. Két qua so sanh hiéu qua chiét ADN va ARN tu kit thir nghi¢m

Stt | Néng d ADN | Chu ky ngudng Chu ky nguong | Chu ky ngudng (C,)

mau va ARN (Cy tin hiéu FAM | (C,) tin hi¢u HEX tin hicu SBGR Green |
(ng/ml) (EBV) ' AuBi—globin (11PV)
sC | MMax | SC | MMax | SC | MMax | SC | MMax

L 132800 920 | 25 | 285 | 25 31 12,0 25.0

2 17000 1035 | 28 315 | 285 | 325 | 160 26.0

3 4220 7.60 | 27.5 30 5 | 29 | NA | NA

4 14305| 6,60 | 29 325 | 27 | 33 | NA NA

5 5060 1550 | 30 36 | 275 | 355 | NA NA
pCH| - . 275 R R 23
pC- | - i NA |26 - NA

NA: khong phat hién duoc
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Két qua trén cho thdy rang, kit theo giai phap hiru ich hoat dong on dinh. ¢co
hiéu qua chiét ADN va ARN vuot troi so véi kit thuong mai, von st dung cac hat tir
¢6 kich thudc micro va st dung hé dém gén, hé dém rua khac. Két qua chiét bang kit
theo giai phap hitu ich thu dugc ADN va ARN cao hon tu 3 dén 6 lan so vdi kit
thuong mai, diéu nay cho phép thu dugc ngudng phat hién thap hon, giup phat hi¢n
bénh s6m, dac bict véi nhitng mau ung thu giai doan dau, von co muce do dot bién rat
thdp. Két qua nay dic biét co y nghia trong viéc sang loc va chan doan som bénh ung

thu.
Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Kit chiét ADN va/hoic ARN tir tiéu ban mo ¢6 dinh bang formalin vui trong
parafin cho phép chiét duoc dong thoi hodc riéng 1¢ ting thanh phan ADN hodc ARN
mot cach dac hiéu, bing cach khong sir dung enzym ADNaza hodc ARNaza. kit cho
phép chiét voi higu suét cao, giup cho qua trinh phat hién, chan doan bénh dugc hicu
qua hon. Ngoai ra, kit theo giai phap hiru ich c6 do dn dinh, tién loi dé st dung trong

chiét ADN va/hoic ARN ma khong can nhiéu cong doan pha ché phuc tap.

Viéce str dung k§ thudt boc silica lén 161 hat nano sat tr vai kich thuoe xac dinh
dugc diéu chinh thong qua ndng do va didu kién cac chat phan ung cung voi vi¢e su
dung k§ thuat tao hat mam hat nano tir FesO,4 ¢o kich thudce nho va tr do cao trong
didu kien ddng két tia & nhiét do tir 50°C dén 70°C va boc boc 1op silica bang hon hop
¢6 2 thanh phin NH,OH va TEOS trong diéu kién siéu am tan s6 30 kHz - 40khz cho
phép tao ra 16p silica boc kin trén bé mit hat MagSi nano vai chidu day 1op boc dong
déu, giup hat phan tan t6t hon, kich thudc hat dong déu hon, nhung khong bi két tu
néu khong co tir truong, diéu nay tao tién dé lam gia hap thu ADN va ARN trong qua

trinh chiét, tir d6 nang cao hiéu qua chiét.

Cung voi viée su dung cac dém hép thu, dém rira va cac hat MagSi tur ¢o kich
thudc phu hop giup tang dién tich bé mat tong cong tuong tac voi ADN/ARN. ting
luong ADN/ARN ghn két 1én hat cling nhu uu tién gan ADN va/hoiic ARN I¢n hal
thong qua cac dém li€n két c6 tinh chét uu tién hodc gén ADN hoac ARN I¢n hat voi
ai luc manh, trong truong hop gin dong thoi ADN va ARN, st dung dém BBI két hop
cling cdc bd dém rira va chiét day wu tién cho RNA. Cac dém WB dugc b6 sung NaCl

nbéng do tir 0,5 M dén 1 M gitp cho ADN va ARN khong bi bong ra khi rua mau.

-28-



2116

Pém EB co6 pH trong khoang 7,0 dén 9,0 cho phép chiét ddy ADN hi¢u qua. Tat ca cac
didu chinh nay cho phép ting duoc ndng do ADN va/hodc ARN chiét cao hon so voi
kit thwong mai, st dung hat kich thu¢c micro, tur 3 dén 6 1an. Day 1a mot két qua rat ¢o

y nghia trong viéc chan doan cac bénh ung thu giai doan sém.

Kit theo giai phap hitu ich cho phép chiét dong thoi hodc riéng I¢ ADN va/hoic
ARN tir tiéu ban mé c¢b dinh bang formalin vui trong parafin mot cach tu dong voi
nhiéu mau ddng thoi, didu nay giup giam gia thanh, rat ngan thoi gian cling nhu tang
hiéu qua xét nghiém va loai bé duoc nhiing sai sot do chiét ADN va/hoic ARN thu
cong. Didu nay ciing gitip giam dugc hoa chét va t6i wu hé thdng ciing nhur cho phép tu

dong hoa qua trinh phan tich.
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YEU CAU BAO HO

1. Kit chiét ADN vi/hodc ARN tir tiéu ban mo ¢d dinh bing formalin vui trong

parafin, trong d6 kit nay bao gdm 10 thanh phan sau:

TT

Ky
hiéu

Thanh phin

MagSi

Dung dlCh dem Tris-HCI chua 50 mg/ml hat nano oxit sat
tl{ boc silica kich thudc ’30 50nm, dd tr hoda tir 50 emu/g
dén 60 emu/g, pH tir 5 dén 7,5

LB

Dung dich dém Tris-HCI nong do tir 20mM dén 80mM.

pH tir 7 dén 9

Natri docecyl sulphat (DSD) nong do tr 0, 2% dén 2%

Canxi clorua nong do tir ImM den SmM

BB1

Dung dich dém Tris-HCI ndng do tr 20nM dén 80nM. pH
tir 4 dén 5

Guanidin thiocyanat hodc guanidin ﬁyafoélorit né)ng do tr
2m dén SM

Kali axetat nﬁ”mg do tor 0,2M denO8M

EDTA ndng d6 tir 2 dén 10mM

BB2

Dung dich dém Tris-HCI néng do 20—861111:/[ pll 6,5-8,()

Guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorit néhg do tu
2M dén 5SM

Natri x1trat nong do tir 0, OSM den 0,2M

EDTA nong do tr2 dén IOmM

WBI1-1

Dung dich dem Tris-HCI nong do 20 SOnM pH 6.0-7.5

Guanidin thiocyanat hodc guanldm hydroclorlt nong do L
1M dén 3M

Natri clorua ndng do tir 0,5M dén IM

Etanol ndng do tir 40% dén 60%

WB2-1

Dung dich dém Tris-HCI nong do ) tr 10nM dén 20nM. pll
tir 6,0 dén 7.5

Natri clorua nong do tr 0, M den 0 SM

WBI1-2

Dém xitrat ndng do tir 10nm dén SOnM pII ws dm 6.5

Guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclout nong do tir
IM dén 3M

Natri clorua ndng do tir 0, SM den M

Etanol ndng do tir 40% dén 60%

WB2-2

Pém xitrat nong do tir 10nM dén SOnM pH tir 5 dén 6.5

EB1

Dung dich dém Tris-HCI nong « do tir 25111\/[ dtn 35nM pll
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TT | Ky Thanh phan Dinh 1
hi¢u - luong ‘
tir 7,5 dén 9,0 |
EDTA ndng do tir InM dén 2nM |

Nudc cit da duogc  xu lj’/ béng diefhylpyrbcarbonal 20ml.
(DEPC), pH tir 6,0 dén 6,5

10 EB2

2. Kit theo diém 1, trong do kit nay con c6 thém hudéng dan st dung dé chiét ADN
va/hodc ARN tur tiéu ban moé ¢b dinh bang formalin vui trong parafin dé chan doan

bénh ung thu.
3. Quy trinh san xuét kit theo diém 1, trong d6 quy trinh nay bao pom cac cong doan:
a) Tao hat MagSi nano boc silica:

- tao hat nano oxit st tir bé‘mg cach hoa tan 1an luot FeCly.4H,0 va FeCl;.6H,0 voi
nude dat ndng do tir 0,4 dén 4% va khudy déu trong khoang tir 20 dén 30 phut, sau do
phéi tron hai dung dich nay theo ty 1€ trong lugng FeCl,.4H,0/keCl;.6H,0 wr 1/2 dén
1/3 (w/w) va gia nhiét dén nhiét do khoang 50 dén 70°C, sau do bo sung dung dich
NH,OH ndng d6 khoang tir 5 dén 15% da dugc gia nhiét dén nhi¢t do khodng tir 50
dén 70°C theo ty 1é thé tich tir 1/3 dén 1/4 (w/w), sau khi khudy tron déu trong khodang
tir 30 dén 40 phut dé phan tng tao mam hat nano xay ra thu dugc dung dich chira hat

nano oxit sat;

- thu hat nano oxit st tir béng cach st dung tur truong manh tac dung Ién dung dich
- chtra hat nano Fe;0, trong thoi gian tir 5 dén 15 phat dé hat nano tu xuéng. sau do
loai bo phan dich, ngat tir truong va bd sung nude cit dé ria. tiép do tac dung (U
truong tr 5 dén 15 phut dé tu hat nano va loai bo nude, lap lai tir S dén 10 lan, thu

dugc hat nano oxit sat tr sach; va

- thu hat MagSi nano boc silica béng cach rira hat nano oxit sat tir thu duoc ¢ trén bang
c¢dn, sau d6 pha véi dung dich cdn theo ty 18 tir 1 dén 2% (g/ml) va bo sung khoang tir
5 dén 20% dung dich bao gdbm NH,OH 25% da pha voi tetracthyl orthosilicat (11:0S)
theo ty 1& 50/50 (w/w), sau d6 bd sung khoang 10 dén 30% nudc cat va dé hon dich
nay trong bé siéu am véi tan s tir 30 dén 40 kHz trong thoi gian tr 1 dén 2 gio thu
duoc hat nano st tir dugc boc 16p silica SiO, day khoang tir 2 dén Snm. sau do loc rtra
bing nudc cét thu duoc hat MagSi nano boc silica kich thude tor 30-50nm ¢6 do tu hoa

tor 50 emu/g dén 60 emu/ g;
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b) Tao 10 dung dich dém sau:

- tao dung dich dém chura hat MagSi nano boc silica (MagSi) bang cach chuan hoa hat
MagSi nano boc silica thu dugc & budc a) va pha vGi dung dich Tris-1 [C1 10 mM. pll
trong khoang tu 5,0 dén 7 dén ndéng do tir 50 mg/ml, sau khi tron déu thu duoc dung
dich dém chira hat MagSi nano boc silica ¢o do tir hoa tur 50 emu/g dén 60 emu/g.

dung dich dém MagSi nay duoc ding dé lién két dic hiéu véi ADN va ARN:

- tao dung dich dém phan giai (LB) bang cach bo sung lan luot natri dodecyl sulphat
(SDS) néng do tr 0,2 dén 2%, canxi clorua néng do tr 1 mM dén 5 mM vao dung dich
dém Tris-HCI ndng do tir 20mM dén 80mM, pH tir 7,0 dén 9.0 tron déu, dung dich
dém LB nay dugc dung dé pha vo khdi mo, giai phong ARN/ADN;

- tao dung dich dém lién két 1 (BB1) bang cach bd sung guanidin thiocyanatl hoic
guanidin hydrochlorit nbéng do tr 2 M dén 5 M, kali axetat nong do w 0,2 M dén 0.8
M. EDTA ndng do tir 2 mM dén 10 mM vao dung dich dém Tris-HCl nong do tir 20
mM dén 80 mM, pH tir 4,0 dén 5,0 tron déu, dung dich dém BB1 nay duoc dung dé

lién két mot cach chon loc ADN lén cot;

- tao dung dich dém li€n két 2 (BB2) bang cich bd sung guanidin thiocyanal hodc
guanidin hydrochlorit ndng do tir 2 M dén 5 M., natri xitrat ndng do tir 0,05 M dén 0.2
M. EDTA ndng do tir 2 mM dén 10 mM vao dung dich dém Tris-I1CI nong do tir 20
mM dén 80 mM, pH tir 6,5 dén 8,0 va tron déu, dung dich dém BB2 nay dugc dung dé

lién két mét cach chon loc ca ADN va ARN [én cOt;

- tao dung dich dém rua 1-1 (WBI-1) bing cich bd sung guanidin thiocyanat hogc
guanidin hydrochlorit noéng do tr 1 M dén 3 M, natri clorua nong do tir 0.5 M dén 1 M
vao dung dich dém Tris-HCI noéng do tr 20 mM dén 50 mM, pH tur 6,0 dén 7.5 va tron
ddu. sau d6 bd sung etanol dén khi ndng do dat tir 40% dén 60%. dung dich dém WBI-

1 nay dugc dung dé rira phirc hé ADN-MagSi lan 1;

- tao dung dich dém rtra 2-1 (WB2-1) bang cach hoa tan natri clorua nong do tr 0.1 M
dén 0,5 M véi dung dich dém Tris-HCl néng do tor 10 mM dén 20 mM. pH trr 6.0 dén
7,5, dung dich dém WB2-1 nay duoc dung dé rira phirc hé ADN-MagSi lan 2:

_ tao dung dich dém rtra 1-2 (WB1-2) bang cach hoa tan mudi natri xitrat vai axit xitric

tao dung dich dém xitrat co néng do tir 10 mM dén 50 mM, pH tur 5,0 dén 6,5, sau do
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b6 sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydrochlorit ndng do tir 1 M dén 3 M. natri
clorua nong do tir 0,5 M dén 1 M, sau d6 bd sung ctanol dén khi nong do dat tir 40%,

dén 60%, dung dich dém WB1-2 nay dugc dung dé ria phirc hé ARN-MagSi lan 1;

- tao dung dich dém rtra 2-2 (WB2-2) béng cach hoa tan mudi natri xitrat voi axit xitric
tao dung dich dém xitrat co6 ndong do tir 10 mM dén 50 mM. pl tir 5.0 dén 6.5. dung
dich dém WB2-2 nay dugc dung dé rira phirc hé ARN-MagSi lan 2;

- tao dung dich dém déy 1 (EB1) bang cach hoa tan EDTA nong do tir 1 mM dén 2
mM v6i dung dich dém Tris-HCI ndng d6 tir 25 mM dén 35 mM, pH tir 7.0 dén 9.0,
dung dich dém EB1 nay duoc dung dé ddy ADN ra khoi hat MagSi; va

- tao dung dich dém diy 2 (EB2) bang cach xir ly nuéc cit bang dicthylpyrocarbonat
(DEPC), chinh pH tir 6,0 d&én 6,5, dung dich dém EB2 nay duoc dung dé ddy ARN ra
khoi hat MagSi; va

¢) Tao kit béng cach dong lo 10 dung dich thu duoc & bude b) véi cac thanh phan va

dinh lugng nhu sau:

stt Thanh phan liy hléu | Dinh lugng | S6 luong |
(ml/10) (1o)
1 | Dung dich dém chtra hat MagSi Magvé;v 1.8 3
2 | Dung dich dém phan giai LB o0 |
3 | Dung dich dém lién két 1 BB1 I 4() 7 1
4 |Dungdichdémlienkét2 | BB2 | 40 1
5 | Dung dich dém ria 1-1 WBI-1 | 30 |
6 | Dung dich dém rira 2-1 WB2-1 | 30 |
7 | Dung dich dém ria 1-2 wB1-2 | 100 |
8 | Dung dich dém rira 2-2 WB2:2 | 100 1
9 | Dung dich dém day 1 EB1 | 20 | I
10 | Dung dich dém déy 2 FB2 20 I

4. Quy trinh san xuét kit theo diém 3, trong do cong doan ¢) con ¢6 thém bude dong
g6i cuing huéng dan st dung kit dé chiét ADN va/hodc ARN tir tiéu ban mo cd dinh

bang formalin vui trong parafin nhim chin do4n bénh ung thu.
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