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LOI CAM ON

Dé thye hién va hoan thanh dé tai nghién ciru khoa hoc nay, t0i da nhén
dwoc sw hé tro, giip dé cing nhw la quan tam, dong vién tiv Nha trieong,
Bénh vién, cac bo mon, dac biét la cac T hdy, Co, ban be, d&ng nghiép va

nhitng nguoi than trong gia dinh.

Trude hét, téi xin bay to su biét on dic biét den Phé giao su, Ti ien si
Lwong Thi Lan Anh va Phé gido su, Tién si Nguyén Duy Béc. Cé va Thay da
truec tiép huwdmg dan, tdn tinh day bdo téi, dd luén dinh hwéng cho t6i, luén
danh nhiéu thoi gian va céng sikc dong hanh cung téi trong moi ching dirong

dé ti c6 thé hoan thanh ludn dn nay.

Va téi xin givi 1oi cam on sau sac dén Phé gido sw, Tién si Nguyén Duy
Anh, Gidm déc Bénh vién Phu san Ha Noi, nguoi lanh dao, nguoi T hd‘y da
khoi ddy, hinh thanh va nuéi dwdng niém dam mé nghién ciru khoa hoc trong
toi, luon giup do, tao moi diéu kién thudn loi nhdt cho t6i trong suot thoi gian

hoc tap.

T6i xin trdn trong cam on Ban Giam hiéu, Phong Pao tao Sau dai hoc
Truong Pai hoc Y Ha Néi cung toan thé cac Thay CO trong héi dong cham dé
cwong, hdi dong cham hoc phan, chuyén dé, tiéu ludn tong quan, héi dong co
s& dd luén tao diéu kién cho t6i. Nhitng 167 nhdn xét, phan bién, dong gop ¥
kién quy bdu ciia Thay Cé da givip ludn dn nay dwoc hodan thién hon. Pdc
biét, téi xin giri 167 cdm on chén thanh t6i cdc Thay Cé trong Bé mén Y Sinh
hoc - Di truyén truong Pai hoc Y Ha Noi va cac T hd‘y co trong Hoc vién
QUAN Y da tan tinh truyén dat nhitng kién thirc quy bdu, gitip dé t6i trong qud

trinh hoc tdp va thuc hién nghién ciru.

TOi Xin chdn thanh cdm on Pdng 1y, Ban gidm doc Bénh vién Phu sdn

Ha Néi, cung toan thé cdc phong ban va cdc ban dong nghiép trong Trung



tam Sang loc, chan dodn trude sinh va so sinh, dic biét la Tién si Nguyén
Manh Tri, phu trach Trung tam da luén hé tro t6i trong thoi gian hoc tp.

Téi xin giri 107 cam on chdn thanh t6i tat ca cdc bénh nhdn da tinh
nguyén tham gia nghién citu nay.

Ludn dn nay dwoc viét trong niém yéu thuong, givip do va déng vién cdc
cdc thanh vién trong gia dinh 16i, déc biét la Bé Me chong, Chong va cdc Con
toi, nhitng nguoi luon chiu thiét thoi, luon hé tro t6i va luén cé vii tinh than
cho t6i dé virot qua nhitng khé khén trong thoi gian hoc tp.

Cuoi cung, t6i xin dwoc bay t6 long biét on sdu sdac nhdt dén Bo Me 164,
nguoi da sinh thanh va nuoi duong, day bao va tao moi diéu kién tét nhdt cho
16i dé t6i c6 dwoc két qud ngay hém nay.

Téi dd né luc hét sic dé hoan thanh ludn én nay va chdc chan khong
tranh khoi nhitng thiéu sot. Téi rat mong sé nhdn dwoc nhitng ¥ kién chi bao
quy bdu ciia cdc Thay C6 va dong nghiép dé ban ludn dan dwege hoan thién hon.

TOI Xin mai ghi long tac da nhitng tinh cam va cong on nay!

Mot lan nira, 101 xin chan thanh cam on!

Ha ngi, ngay  thang  nam 2020

Nguyén Thj Sim



LOI CAM POAN
Toi 1& Neuyén Thi Sim, nghién civu sinh khéa 35, Trieong Pai hoc Y Ha
Néi, chuyén nganh Y sinh hoc di truyén, xin cam doan:

1. Day la luan &n do ban than t6i tryc tiép thuc hién dudi sy huéng dan
cuia C6 Luong Thi Lan Anh va Thay Nguyén Duy Bic.

2. Cong trinh nay khong tring lap véi bat ky nghién ciu nao khac da

duoc cdng b tai Viét Nam.

3. Cac sd liéu va théng tin trong nghién ctu 14 hoan toan chinh xac,
trung thuc va khach quan, da duwoc xac nhan va chap thuan cta co so noi

nghién cuu.

T6i xin hoan toan chiu trach nhiém trudc phap luat vé nhitng cam két nay.

Ha Ngi,ngay  thang  nam 2020

Nguoi viét cam doan

Nguyén Thi Sim
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PAT VAN PE

Hién nay, trén toan thé gidi c6 hon 70 triéu cip vo chdng bi vé sinh [1].
Vo6 sinh di d@é lai hau qua nang né vé moi mit, dac biét trong nhiéu nén van
hoa, phu nit dugc khang dinh gié tri thdng qua viéc 1am me, nén viéc khong
thé thu thai tao ra nhiéu ganh niang vé tam ly, xa hoi va kinh té cho céc gia
dinh nhat 1a ddi vé6i phu nir [2],[3],[4]. Nho su phét trién caa nén y hoc hién
dai, nhiéu nguy@én nhan vo sinh dwogc tim ra, tir d6 dua ra nhitng phuong phap
diéu tri vo sinh ph hop. Trong d6 phuong phap thu tinh trong éng nghiém (In
vitro fertilization/IVF) 1a mot phuong phap hd trg sinh san co vai tro quan
trong trong diéu tri vo sinh, va ngay cang dugc phat trién rong khap trén thé
gidi. Nhung ty I¢ thanh cong caa IVF con thap van chi tir 33-50% [5], mac du
cac phoi dugc chuyén 1a phoi dd dugc chon lya hinh thai tot. Tuy nhién,
khong phai tat ca phdi IVF hinh thai binh thuong déu ¢ bd nhiém sic thé
(NST) binh thuong. Cac nha nghién ciu chi ra rang réi loan NST cao o phoi
1 nguy@n nhan chinh 1am ty Ié thanh céng I\VVF con thap [6].

Nhiéu nghién ctru da thay phoi ngudi ¢ giai doan sém thuong cé réi loan
NST [7],[8],[9] va trén 50% phdi tao ra trong dng nghiém c6 chira phoi bao bi
dot bién NST [10],[11],[12], ty & nay ting 1én dang ké khi ngudi phu nit trén
35 tudi [13]. Rbi loan vé NST dan dén két qua nhu phoi khong 1am to dugc,
say thai va hoic thai chét luu, hoac sinh ra nhitng dta tré bi léch boi NST.
Nghién ctu cua Jacobs di chitng minh ring cac trudng hop say thai tu nhién
trong ba thang dau c6 >50% c6 lién quan dén bat thuong NST [14], theo
Kline chi cé khoang 3% cac truong hop léch boi mang thai dugc phat hién
lam sang con >90% bi say thai tu nhién [15]. Nhitng dtra tré léch boi ra doi la
ganh nang tam Ii, kinh té cho ca gia dinh va xa hoi vi tré thuong tir vong sém,
thoi gian nam vién lau, chi tra vién phi nhiéu (ting 184% theo Yoon va cong
su) [16].[17].



Vi viy, viéc tng dung cac k thuat di truyén hién dai nham phat hién cac
rbi loan di truyén cho phoi trudc 1am to (Preimplantation genetic testing/PGT)
1a viéc hét stc can thiét. Vi PGT khéng nhitng gilp giam nguy co lam to that
bai va pha thai di tat trén 1am sang ma con gidp sinh ra cac em bé khoe manh
[18],[19],[20],[21].

Nho su tién bo caa di truyén hoc hién dai, nhiéu ky thuat di truyén té bao
va phan tir duoc ing dung thanh cong trong xét nghiém di truyén trude 1am to
nhu FISH, CGH, aCGH, QF-PCR, BoBs, hodc gan day hon 1a giai trinh tur
gen thé hé moi (Next Generation Sequencing/NGS), mdi k¥ thuat déu co uu
va nhuoc diém khac nhau nén viée nghién ctru tim ra mdt ky thuat vu viét dé
sang loc, lua chon phdi tot co bd NST binh thuong 1a yéu cau cap thiét va
thuc tién, gitip cho IVF dat két qua cao dam bao cho ra doi mot thé hé khoé
manh vé thé luc, sang sudt vé tinh than, gop phan ning cao chat luong dan sé.
Trong nhiing ndm gan day, k¥ thuat NGS da duoc 4p dung rong rdi & Chau
Au va duoc chirng minh 1a c6 gid tri hon k¥ thuat FISH, aCGH trong viéc
phat hién rdi loan NST cua phoi [22],[23],[24],[25].

Vi vy chung toi tién hanh thuc hién dé tai: ““Nghién ctru ing dung k¥
thuat giai trinh tu gen thé hé méi dé sang loc roi loan 24 nhiém séc thé trude
lam t6” véi 3 muc tiéu sau:

1. Hoan thign quy trinh sang lec réi loan 24 nhiém sdc thé bang kyj thugt
gidi trinh tze gen thé hg mai (NGS) trén té bao phoi.

2. Danh gia d¢ chinh xac cua Ky thudt NGS so vei ky thugt aCGH trong
sang loc réi loan 24 nhiém sdc thé trén té bao phoi.

3. Pdnh gid budc dau két qua sang lec phoi triréc 1am té bang ky thudt
NGS.



CHUONG 1
TONG QUAN

1.1. Tinh hinh vo sinh trén thé giéi va tai Viét Nam
1.1.1. Khai niém v6 sinh

Theo T6 chic Y té thé gioi (WHO), vo sinh 14 tinh trang mét cap vo
chong quan hé tinh duc déu 2-3 lan/tuan, khdng dung bat ky bién phap tranh

thai nao, ma khéng c6 thai tu nhién trong thoi gian mot nam.
1.1.2. Tinh hinh v sinh trén Thé giéi va Viét Nam

Theo WHO, niam 2013 ty 1& vo sinh 1a 10-15% cip vo chong trong do
tudi sinh san [26].

Nghién ctu cua Maya va cong sy (2012) phan tich 277 cudc diéu tra vé
stc khoe sinh san cua 101 nudc trén thé gisi tir 1990 dén 2010 cho thay ty 18
mai bi vo sinh nguyén phat 1a 1,9% nam 1990 1én dén 2,2% nam 2010, vo
sinh tha phat 1a 9,3% nam 1990 1én 11,1% nam 2010. Nhu vay, tinh hinh vo
sinh c6 xu hudng ngay cang tang [27].

Nghién ciru caa Tracey va cong su (2013) ciing cho thay ty & v sinh c6
xu huéng ngay cang tang, ty I& hién mac vé sinh & Canada c6 khac nhau & cac
&a tudi, nim 2009-2010 13 khoang 11,5%-15,7% [28].

Nghién ctu caa Mohammad va cong su (2013) tién hanh bing cach
phong van 17.187 phu nit trong do tudi sinh san & cac ving khac nhau &
Iran, két qua cho thay: ty 18 vo sinh nguyén phat la 20,2% [29].

Nghién cu cua Ashok va cong su (2015), thong ké cac béo cdo vé tinh
hinh v6 sinh trén toan cau cho thay khoang 15% cac cap vo chdng trong do
tudi sinh dé c6 bi vo sinh, trong d6 nguyén nhan vé sinh do nit 1a 50%, do
nam la 20-30%, do ca nam va nix l1a 20-30%. Trong d6 ty 1€ v0 sinh nam thay
d6i khac nhau ¢ cac nuéce (2,5-12%) [30].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mascarenhas%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23271957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bushnik%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22258658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=AKHONDI%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26060641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agarwal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25928197

Ty 1& vd sinh & cac nudc kém phét trién cao hon va nguyén nhan chu yéu
do anh huong caa cac bénh truyén nhiém [31].

O Viét Nam, mot sb cong trinh nghién cau vé vo sinh cho thay ty Ié vo
sinh ¢6 xu huéng ting. Diéu tra dan sé nim 1980, ty 1& nay chi & muc 7-10%,
dén nam 1982, ty I¢ vo sinh tang 1én dén 13%, trong d6 ty 1& vo sinh nir chiém
54%, vo sinh nam chiém 36%, vo sinh khdng rd nguyén nhan chiém 10% [32].

Nguyén Viét Tién (2009) nghién ctu trén 14.396 cip vo chong trong do
tudi sinh dé (tudi tir 15-49), tai 8 tinh dai dién cho 8 ving sinh théi cua ca
nuéc cho thay ty Ié vo sinh chung trén pham vi toan qudc 1a 7,7%, trong d6
v sinh nguyén phat la 3,9% va vo sinh thir phat 1a 3,8% [33].

Tran Quéan Anh (2009) ty 1¢ vo sinh & nudc ta 14 15%, trong d6 vo sinh
nam chiém trén 50% va ty 1¢ vo sinh dang c6 xu huéng ngay cang ting [34].

Nghién ctru naim 2010 cta Néng Minh Hoang & 4 tinh phia Bic nuéc ta
thi ty 1€ vo sinh 1a 7,1%. Trong d6 Hai Phong la 8,5%, Dién Bién 6,9%,
Quang Ninh 5,7% va Thanh Hoa la 7,2% [35] .

Nguyén Btc Nhu (2015) da phat hién ty 16 mat doan AZF & nhiing
ngudi thidu tinh nang va vé tinh 1a 14-30% [36].

Nhin chung, theo théng ké cua cac nghién ciu & Viét Nam va trén thé
gidi déu cho rang vo sinh c6 xu hudng ting, nguyén nhan vo sinh do nam
gidi chiém ty 18 gan bang véi vo sinh do nit gidi. Véi cac sb liéu néu trén, rd
rang vo sinh dang trd thanh mot van dé dang lo ngai cta y hoc va x& hoi ¢
Viét Nam.

1.1.3. Piéu tri vo sinh

Piéu tri vo sinh bao gom cac liéu phap y hoc thong thudng, nhu sir dung
thudc hoac can thiép bang thu thuat, phiu thuat co quan sinh san hoac ding

k§ thuat hd tro sinh san.



Theo cac chuyén gia vé san phu khoa va hiém muon, chi ¢ khoang 40%
nguyén nhan vo sinh c6 thé giai quyét duoc bang diéu tri thudc hoic phau
thuat, con lai 60% la can &p dung céc bién phap hd tro sinh san hién dai.
Trong d6 phuong phép thy tinh trong dng nghiém (In Vitro Fertilization/I\VF)
la mot phuong phap hd tro sinh san c6 vai trd quan trong trong diéu tri v
sinh, va ngay cang duogc phaét trién rong khap trén thé gioi.

1.2. Phwong phap thu tinh trong 6ng nghiém (1VF)
1.2.1. Khai niém

IVF la ky thuat cho nodn va tinh tring két hop véi nhau trong phong thi
nghiém (thay vi trong voi tring nguoi phu nit). Sau do, phoi hinh thanh sé&
duoc chuyén tro lai vao budng tar cung. Qua trinh phat trién cua phéi va thai
s& dién ra binh thuong trong tir cung ngudi me.

Ty lé thanh cong cua mdi chu ky diéu tri IVF ¢ dién trung binh trén thé
gidi hién nay khoang 33%-50%. Ty Ié nay phu thuoc vao tudi bénh nhan, chi
dinh diéu tri va phac db diéu tri caa tirng trung tam.

Nam 1978, em bé dau tién tir IVF, Louise Brown ra doi da ddnh dau
budc dau cho sy phat trién caa IVF trén nguoi.

Hién nay mdi nam trén thé gidi c6 khoang 1,5 triéu chu ky IVF va c6 xu
huéng ting dan, dan dén sy ra doi cia hon 350.000 tré em trén toan thé gioi
[37]. O cac nudc phét trién nhu Bac Au, Tay Au va Uc, c6 tir 1-5% tré méi
sinh hang nam 1a tur IVF [38].

1.2.2. Chi dinh

Ky thuat IVF duoc thyc hién dé diéu tri hiém muon cho céc cap vo
chdng c6 céc chi dinh sau:
+ Tac nghén ong dan trang.
+ Tinh trung it, yéu, di dang. Khong c6 tinh tring trong tinh dich, can mé vi
phau lay tinh triing tir mao tinh hoc tinh hoan.



+ Hiém muon khéng rd nguyén nhan, 1UI nhiéu lan that bai.

+ Truong hop xin noan.

+ Sang loc, chan doan di truyén trude 1am to.

1.2.3. Quy trinh k§ thuat IVF

Buéc 1: Chuan bi noan.

Buac 2: Cho nodn thu tinh vai tinh trang.

Budc 3: Chon lya phoi.

Budc 4: Chuyén phéi vao budng ti cung.
1.2.3.1. Chudn bi nodn

+ Kich thich budng trang bang thudc noi tiét dé co nhiéu nang noan, khi co
nang noan trudng thanh choc ht 1ay nodn [39],[40],[41],[42].

+ Xac dinh nodn bao: dich nang sau khi choc hit can nhanh chéng kiém tra
tim noén trong dich nang [43].

+ Danh gia chat lugng cia noan bao.

+ Xt ly hdn hop gd mam: gd mam xung quanh nodn l1a mot hang rao ddi véi
tinh trang. Trong thu tinh dng nghiém nén loai bo gd mam truéc khi thu
tinh [43].

1.2.3.2. Cho noan thu tinh vgi tinh trung trong phong thi nghiém
< QUA trinh thu tinh trong IVF c6 dién
Qua trinh thu tinh trong IVF c6 dién trai qua cac giai doan: (1) tinh tring
gan mang trong suét, (2) phan tng cuc dau, (3) xdm nhap vao mang trong
sudt, (4) hoa mang bao twong nodn va tinh tring, (5) hoat héa nodn va (6) su

hinh thanh va hoa nhap caa 2 tién nhan.
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% Qua trinh thu tinh trong IVF/ ICSI

Trong k¥ thuat tiém tinh truing vao bao twong noan (IntraCytoplasmic
Sperm Injection/ICSI), mét tinh tring s& dugc bat dong, thu gitt bang mot vi
kim, va duoc tiém thang vao bao twong ctia nodn (hinh 1.2). Su thu tinh trong
ICSI dién ra khac voi binh thuong do khoéng ¢ cac rao can sinh hoc bén
ngoai nhu: 16p té bao hat quanh nodn, mang trong subt, mang bao twong
khéng con tac dung chon loc tinh trung. Do d6 qua trinh thu tinh trong ICSI
chi bat dau bang hién tuong hoat hda nodn va hinh thanh tién nhan.

Hinh 1.2. Ky thudt tiém tinh triing vao bao twong noan/ICSI
(Nguon: Create Fertility-UK)



Uu diém Ién nhat cua ICSI 1a cho du chét luong tinh tring bat thudng
dén dau, chi can c6 mét tinh tring song 1 thu tinh cé thé xay ra. Vi thé ky
thuat ICSI duoc xem 1a phuwong phép diéu tri thudng quy cho cac trudng hop
bat thuong tinh tring nang.

Mot nghién ctu tong quan hé théng cho thdy ¢ nhiing truong hop bét
thuong tinh tring, ty 1¢ thu tinh caa ICSI cao hon so véi IVF ¢6 dién [44].

Truong hop dap ung budng trang kém, bénh nhan ciing duoc chi dinh
thuc hién ky thuat ICSI dé phong ngira truong hop khéng thu tinh hoac thy
tinh thap khi 1am IVF ¢ dién. Ngoai ra, mot sé trung thm con mé rong chi
dinh ICSI cho cac truong hop that bai 1UIl va IVF co dién nhiéu lan, cac
truong hop vo sinh khong rd nguyén nhan. ..

Truong hop thuc hién ky thuat di truyén truéc 1am t6, 100% cac ca phai
duogc thy tinh bang ICSI dé tranh hién tuong lai tap gen cua tinh tring con
bam trén mang khi thuc hién ki thuat IVF ¢6 dién [45].

% Sw phat trién cia phdi trwéc khi lam to

Sau khi thu tinh, hop tir bat dau qua trinh phan chia, tao thanh cac té bao
nhé goi 1a phoi bao. Qua trinh nay twong tu Vi qué trinh nguyén phan ¢ té
bao sinh dudng truong thanh. Tuy nhién, gitra hai qua trinh ndy c6 mot diém
khac biét quan trong. D6 1a sau khi phan chia, cac té bao sinh dudng con s&
tiép tuc tang truong cho dén khi dat kich thudc bang vai té bao me ban dau.
Sau d6, chung mai bat dau phan chia tiép tuc. O té bao phdi, cac phdi bao
phan cat thanh cac phdi bao nho hon. Cac phoi bao nay lai tiép tuc phan chia
ma khdng c6 su ting truéng vé kich thuéc.

- Phdi ngay 1

Noédn duoc thy tinh tao thanh hop tir va phét trién thanh phdi qua
nhiéu giai doan, khoi dau 1a giai doan tién nhan. Tién nhan duc va tién
nhan céi thuong hinh thanh cing mét IGc. Tién nhan duc hinh thanh gan vi
tri tinh trang thAm nhap va tién nhan céi hinh thanh ¢ cuc bao tuong c6
thoi phan bao.



Khoang 4 gid sau khi tiém tinh trung vao bao tuwong cua noan hodc 5-6
gid sau cdy noan véi tinh tring c6 thé nhin thay hinh anh cac tién nhan c6
kich thudc nhd va mo.

Khoang 15 gio sau khi thy tinh, hai tién nhan nam sat nhau va c6 hinh s
8, va phﬁn tiép xuc sat nhau tao thanh mot mat phéng, déng thoi cac hach
nhan (nucleoli) s& di chuyén va xép hang canh vung tiép xac hai tién nhan.
Sau khi hai tién nhan tiép can va hoa nhap vao nhau, hop tir budc vao lan
phan chia dau tién.

Quan sat dudi kinh hién vi vao thoi diém 18 gid sau thu tinh, néu thay 2
tién nhan (va co thé kém hai thé cuc) 1a dau hiéu chac chan thu tinh di xay ra
[46]. Mdi tién nhan c6 khoang 1 dén 9 hach nhan. Tién nhan nhé c6 it hach
nhan hon [47].

- Phoi ngay 2-3

Sy phan chia cua phdi bao gdm mét loat cac chu ky phan bao cua bao
tuong, mac du vay kich thudc phoi thay d6i khong dang ké (hinh 1.3). Trung
thé cua tinh trung kiém soét sy phan chia dau tién sau thu tinh [48].

Sy phan chia lan 1 két thac sau thy tinh 24 gio tao thanh phoi 2 té bao,
lan phan chia nay 1a chu ky kéo dai nhat, cac chu ky sau chi khoang 18 gio.
Nhitng phan chia nay kiéu nhu nguyén phan cua té bao binh thuong, cac té
bao con duoc tao ra goi 1a cac phdi bao (blastomere). Phan chia lan 11 két thic
sau thu tinh 40 gio, tao thanh 4 phoi bao c¢o6 kich thudc twong duong nhau.
Vao ngay 3, phdi chira 6-12 phoi bao va ngay thar 4 gom 16-32 té bao [49].

Céc phdi bao con dugc sinh ra kich thudce chi bang mét nira té bao ban
dau va chung van tiép tuc phan chia nhé hon. Pay 1a diém rat khac biét rat
quan trong cua giai doan phan chia [50]. Cang vé sau, su khac biét giita cac
phoi bao cang tang 1én do su phan chia cac thanh phan bao twong khong dong
déu hodc do nhimg thay ddi dién ra trong ban than phoi bao khi phat trién.
Nhan ctia mdi phoi bao s& duge dinh huéng theo moéi trudng bao twong khac

nhau va vi thé anh hudng 1én hoat dong hé gen ciing khac nhau. Két qua 1a
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mdi phoi bao s& thiét 1ap cho riéng né6 mot chwong trinh phat trién va s& ting
dong té bao dac hiéu. Nhiing 1an phan chia dau tién thuong dong bd nhung
nhimg 1an sau thi khong. Cac phoi bao duoc to chirc thanh timg nhom hay
ting 16p va méi nhom nay cé toc do phan chia dic trung riéng. Pay 13 nhiing
co s& cho su hinh thanh va biét hoa co quan sau nay nhu than kinh, co xuong.

Kich thudc toan bd cua phoi khong thay ddi trong giai doan phén chia,
van giir nguyén hinh dang ctia mang trong sudt. Trong chu ky phan bao dau
tién & giai doan cudi, bao twong ctia hop tir kéo dai ra va that lai dan ¢ gitta cho
dén khi hop tr phan chia thanh hai phdi bao. Qua trinh nay tiép tuc trong
nhitng chu ky phan bao tiép theo va kich thudc ctia phdi bao giam khoang
28.5% cho mdi chu ky phan bao. Trong 3 chu ky phan bao dau tién, kich thudc
ctia phoi thudng it thay doi. Phoi co 2 dén 8 phoi bao phu thude chi yéu vao su
dich ma (translation) tir cac chat liéu RNA cua me dé phan chia [51].

Trong thuc tién, phoi c¢6 2 phoi bao thuong thay & thoi diém 24 gio sau
thu tinh (c6 khi sém hon vao khoang 20 gio) va ton tai cho dén 42 gid. Phoi
c6 4 phoi bao ¢ thoi diém 36-60 gio sau thu tinh. Phoi c6 8 phoi bao ¢ thoi
diém sau 54 gio va thuong trude 72 gio. O ngudi, con thay phdi co 3-5 va 7
phéi bao d6 1a do phéi duoc quan sat khi dang phan chia. Mot sé nghién ctru

thay rang phoi nam phat trién nhanh hon phéi nir [52],[53].

Hinh 1.3. Sy phat trién cia phoi ngay 2 va 3

Tur trdi qua phdi: phdi co6 2 phéi bao, 4 phdi bao, 6 phdi bao va 8 phéi bao
(Ngudn: Red Rock Fertility Center - USA)
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- Phéi ngay 4 (phoi dau)

O nguoi phdi dau bat d¢au hinh thanh khi phoi ¢ giai doan 8 phdi bao va
bt dau qua trinh két dic (compaction). Qué trinh phdi két dic 1a mot qua
trinh hinh thanh céc lién két chat ché giira cac phéi bao, phan phdi bao tiép
xuc véi nhau tang 1én va dan phang ra tao thanh mot khéi khong nhin rd cac
ranh giGi gitra cac phoi bao, bé mit cua phoi dugc phu mét 16p vi nhung mao
(microvilli). Cac phéi bao hoac manh vun té bao ma khong hinh thanh lién két
véi cac phoi bao khac s& bi day ra ngoai khoi phoi nhung van & phia trong
mang trong sudt cho téi khi phoi thoat mang [54]. Khi phoi bat dau két dac
lai, cac phoi bao tuong tac voi nhau lam cac phoi bao khong con dac tinh toan
nang (totipotency) nita va ddy 1a su khai ¢au cho sy phién ma DNA cua phi.

Dudi kinh hién vi, hinh thai cia phoi dau duoc thé hién bang sy tang tiép
xUc giita cac phoi bao, nhung ranh gigi gitra cac phdi bao con nhin thay. Khi
qué trinh két dic tang dan, ranh gidi gitta cac phoéi bao trg nén khd phan biét
do céac phdi bao dan phang ra va két lién véi nhau. Phoi dau lic o giai doan
nay hoan toan tréng nhu mot té bao c¢d nhiéu nhan (hinh 1.4). Phoi dau ¢
nguoi ¢6 thé xuat hién sém khoang 65 gio sau thy tinh, nhung thudng Xuét
hién gitra ngay thar 3 va thir 4 sau thu tinh [55].

Hinh 1.4. Phoi dau ngay 4
Tur tréi qua phdi: cac phéi bao bar dau két dac ¢ vai diém nhung van nhin rd
ranh gigi gia cac phoi bao; cac phéi bao két ddac nhung thay ranh gidi ¢ goc
9-12 gio, ¢6 nhiéu nhan; két ddc hoan toan khdng rd ranh gidi cac phéi bao
(Ngusn: Red Rock Fertility Center - USA)
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- Phéi ngay 5-6 (phdi nang)

Phoi nang 1a giai doan cudi cung cta qua trinh phat trién truéc khi co
hién tuong thoat mang dé 1am t6. Su phat trién cua phdi nang trai qua nhiéu
giai doan nhu tao nang (giai doan phdi nang sém) (hinh 1.5), gia ting sb
luong té bao va ting thé tich cua khoang bén trong (giai doan hoan chinh).
Cac té bao trong phoi nang dugc biét hda thanh hai loai, nguyén bao 1a nudi
va nguyén bao phdi. Qua trinh tao nang bao gém su tich liy dich van chuyén
boi cac nguyén bao 14 nudi. Bé hoan thanh qua trinh nay, nguyén bao 14 nudi
dau tién phu thudc vao sy hoan thanh qua trinh phan cuc té bao va hinh thanh
mbi lién két chat gitra cac nguyén bao 14 nudi. Sy lién két va vi tri cac phoi
bao trong phoi kiém soat su phan cuc té bao.

Hinh 1.5. Phéi giai doan tao nang/ cavitation
Tur trai qua phdi: xudt hién khe dich & goc 2 gio; céc khe dich lén dan,
nhiéu 1&n, khe dich chiém duwdi 1/2 thé tich phoi)
(Nguén: Red Rock Fertility Center - USA)

Phoi nang thuong hinh thanh khoang 100 gio sau khi thu tinh. Sau 5-6
ngay nudi cay, 26-65% phdi s& phat trién dén giai doan nay. Su phaét trién con
tly thudc vao phuong phap nudi cay, thanh phan caa moi trudng nudi cay va
mot sé yéu t6 lién quan dén bénh nhan nhu: chat lwong tinh tring, tudi cua me
cling nhu cac yéu t6 khac lién quan dén sy phat trién caa phdi & giai doan
trude d6. S6 lwong nodn thu duoc, sé lwgng tring thu tinh, sé luong hop ti,
va s6 luong phoi phét trién dén giai doan 8 phdi bao vao ngay 3 ciing anh
huong dén sy hinh thanh phdi nang.

Trong qua trinh hinh thanh phéi nang, 2 loai phoi bao dugc hinh thanh la
nguyén bao phai (Inner Cell Mass/ICM) va nguyén bao la nudi (Trophectoderm/TE).
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Nguyén bao 14 nudi 1a loai phoi bao duoc biét héa dau tién trong qué
trinh hinh thanh thai. Hai loai phoi bao nay ngay cang khac nhau khi ching di
chuyén t&i cac vi tri mai trong qué trinh tao nang. Nguyén bao 14 nudi c6 hinh
bau duc va phan cuc (polarization) trong khi d6 nguyén bao phoi van giir hinh
tron va hinh thai khong thay ddi. Cac nguyén bao Ia nudi ndi véi nhau qua
nhitng phan tiép xic bé mit nho, trong khi d6 nguyén bao phdi tiép xuc chit
ché vai nhau tao thanh mot khéi. Vi tri va sy phat trién cua nguyén bao 14
nudi va nguyén bao phoi phu thugc vao su phan cuc va su hinh thanh truc
phan bao cua phdi dugc hinh thanh tir khi tring mai bat dau duoc thy tinh.
Cac nguyén bao phéi di chuyén vé phia mét cuc caa phdi goi 1a cuc phoi
(embryonic pole), cac phdi bao nay lién két chat voi nhau va c6 dic tinh da
nang (pluripotent). Cac nguyén bao 14 nuéi tao thanh hang rao bén ngoai bao
vé mam phoi va duoc biét hoa dé thuc hién chire ning nay [56].

Téc d6 phan chia ctia nguyén bao 14 nudi nhanh hon so véi tée d6 phan
chia ciia nguyén bao phoi. Nguyén bao 14 nudi nhan doi khi bat dau qua trinh tao
nang vao ngay thir 4 dé tao thanh phdi nang vao ngay thir 5, trong khi dé nguyén
bao phdi nhan 1én vao ngay thar 5 va 6. Khi phoi nang I6n dan, téc d6 nhan 1én
cua nguyén bao l& nudi la 1,5 chu ky/24gio nhanh hon so vai nguyén bao phoi
[57]. Thong thuong tong sé phdi bao caa phdi nang la trén 60 phoi bao. O ngudi,
phdi nang ngay 5 c6 khoang 60 phdi bao, ting dén 160 vao ngay 6 va trén 200
sau khi thoat mang vao ngay 7; 40% sb phdi bao tao mam phdi [57] (hinh 1.6).

Thu tinh Ngay 2 Ngay 3 Ngay 5

Hinh 1.6. Cic giai dogn phat trién phoi
(Nguon: Embryo Options - USA)


https://embryo/
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1.2.3.3. Chgn lya phoi

Hién nay, c¢6 2 cach dé chon lya phoi IVF: chon theo theo hinh thai va
chon theo di truyén.

% Panh gia chat lwgng phoi theo hinh thai
* Ddnh gid tién nhdn

Panh gia tién nhan phu thudc vao kich thudc caa tién nhan va vi tri cia
tién nhan. C6 nhiéu hé thdng thang diém dé danh gia tién nhan. Hé thdng
duogc sir dung pho bién ¢ Viét Nam 1a dong thuan vé hé thong danh gia tién
nhan cua t6 chic Alpha (bang 1.1) [58].

Bing 1.1. Péong thudn vé hé théng ddnh gid tién nhan cia to chirc Alpha

[58]
Thang
i Phan loai Mo ta
diém
2 tién nhéan co kich thudc twong doi déu; kich
o thudce va sé hach nhan nhu nhau (3-7); cac hach
1 D01 xting . e s A
nhan nam song song vdi dudng ti€p xuc gitra 2
tién nhan hay phan bb rai rac
5 Khong Nhitng cach sap xép khac cta tién nhan nhu nam
dbi xing ¢ vung ngoai vi cua tring
3 Bat thuong | Tién nhan véi 1 hodc khong c6 hach nhén

* Ddnh gid phéi vao thoi diém ngay thir 3 ké tir khi thu tinh
Hé théng duoc dung phd bién ¢ Viét Nam va chau Au goi 1a danh gia
phéi ddng thuan cua to chire Alpha (bang 1.2) [58].



15

Bing 1.2. Pong thudn vé hé thong danh gid phoi é giai doan phén chia

ciia to chirc Alpha [58]

Thang | DPanh o
diém gia Mo ta
<10% manh vun té bao
1 Tét | Kich thudc phoi bao phu hop theo giai doan phat trién
Khong ¢6 phdi bao da nhan
10-25% ménh vun té bao
5 Trung |Phan 16n phéi bao c6 kich thude phu hop véi giai doan
binh  |phét trién
Khong ¢6 phdi bao da nhan
>25% manh vun té bao
3 Xau |Kich thudc phdi bao khéng phu hop giai doan phat

trién c6 phoi bao da nhan

* Pdanh gia phoi nang ngay 5 va 6.

Panh gia phoi nang dua vao do phat trién rong caa khoang phdi nang va

hién tuong thoat mang (hinh 1.7). Phoi nang dugc danh gia dya vao tiéu

chuan caa Gardner [59].

DPanh gia budce 1: dua vao khoang phoi nang va hién tuong thoat mang

+ Giai doan 1: phoi nang giai doan sém (early blastocyst) khi khoang dich

chiém dudi ¥ tong thé tich caa phai.

+ Giai doan 2: phdi nang (blastocyst) khi khoang dich chiém trén ¥ tng

thé tich caa phoi.

+ Giai doan 3: phoi nang day (full blastocyst) khi khoang dich chiém hau

hét thé tich cua phai.
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+ Giai doan 4: phdi nang rong (expanded blastocyst) khi khoang dich phat
trién rong 1am cho mang trong sudt bat dau mong dan.

+ Giai doan 5: phoi nang dang thoat mang (hatching blastocyst) khi
nguyén bao 14 nudi bat dau thoat ra khoi mang trong sudt.

+ Giai doan 6: phoi nang da thoat mang (hatched blastocyst) khi phoi
nang da hoan toan thoat ra khoi mang trong sut

Danh gid bude 2: dua vao dic diém nguyén bao phdi va ngquyén bao 14 nuoi

e Danh gia nguyén bao phoéi (ICM):
+ Loai A = khi c6 rét nhiéu té bao lién két chit chg.
+ Loai B = khi vai té bao lién két long léo.
+ Loai C = khi c6 rét it té bao.
+ Loai D = khong nhin thay mam phai.
e Danh gi4d nguyén bao 14 nuoi (TE):
+ Loai A = nhiéu té bao lién két tao thanh biéu mo két.

+ Loai B = vai té bao tao thanh biéu md roi rac.

+ Loai C = c6 vai té bao lon.

Pho1 nang giai doan sém Phoi nang

Phoi nang rong Phoéi nang dang thoat mang Phoi nang da thoat mang

Hinh 1.7. Phén logi ph6i nang [56]
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< Panh gia chat lwong phoi dua theo di truyén

Nhiéu nghién ctu phdi nguoi & giai doan som di chi ra rang khdng phai
tat ca phoi IVF hinh théi binh thuong déu ¢d bo NST binh thuong. Cac bat
thuong nay khong nhan biét duoc bang cach quan sat phoi dudi kinh hién vi
ma phai ap dung cac k¥ thuat di truyén hién dai dé phan tich, c6 hon 50%
phdi tao ra trong 6ng nghiém c6 chtra phéi bao bi réi loan di truyén, ty 1& nay
tang 1én dang ké khi nguoi phu ni trén 35 tudi [8],[9],[11],[12],[60].

Hién nay c6 rat nhiéu k¥ thuat di truyén té bao phan tir dé dénh gia NST
cho phoi IVF, nhiing k¥ thuat da duoc kiém ching dong thoi di va dang duoc
st dung rdng rai trong linh vuc hd tro sinh san nhu ky thuat FISH, CGH,
aCGH, NGS...

1.2.3.4. Chuyén phdi vao buéng ti cung va theo ddi két qua

Déi voi IVF c6 dién, sau khi chon lua duoc phdi ¢6 hinh théi tét nhat s&
chuyén vao budng tir cung va theo dbi su phat trién caa thai. DU vay nhung ty
1& thanh cong caa IVF co dién con thap, nguyén nhan chinh 1a do réi loan di
truyén caa phdi [6], hodc va niém mac ta cung mong; lac ndi mac tir cung;
khang progesterone; md seo trong khoang noi mac tir cung [61],[62],[63]...
Do d6, xu huéng IVF ngay nay la IVF/ICSI va xét nghiém di truyén trudc
lam t6 (Preimplantation genetic testing/PGT).

Cac chi dinh chinh cia PGT bao gdom tudi me cao trén 35 tudi
[64],[65],[66]; that bai IVF nhiéu lan [67],[68]; say thai lién tiép [69],[70]; v
sinh nam nghiém trong [71]; cac trudng hop cap vo chéng mang réi loan di
truyén ¢ mac d6 NST hodc mirc do gen.

Dic biét, & mot sd qudc gia, bac si 1am sang hién dang cung cip Xét

nghiém nay cho tat ca bénh nhan IVF [72].
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1.3. C4c xét nghiém di truyén trwéc lam té

Xét nghiém di truyén trudc 1am to (Preimplantation genetic testing/PGT)
la xét nghiém phan tich DNA tir té bao phdi dé xac dinh cac bat thuong di
truyén [73], bao géom:
e PGT-A (Preimplantation genetic testing for Aneuploidies): Xét nghiém di
truyén truge lam to phat hién 1éch boi NST.

e PGT-M (Preimplantation genetic testing for monogenic/single gene

disorders): Xét nghiém di truyén trudc lam to phat hién rdi loan don gen.

e PGT-SR (Preimplantation genetic testing for chromosome structural
rearrangements): Xét nghiém di truyén truéc lam t6 phat hién réi loan cau
trac NST.

1.3.1. PGT-A

O nguoi, trong mdi té bao c6 2n = 46 NST, bao gém 23 cip NST (22 cap
NST thuong va 1 cap NST gidi tinh). O nam gigi cap NST gidi tinh 1a XY va
& nir gidi cap NST gidi tinh la XX. Do vay nit gigi ¢6 23 loai NST, nam gidi
c6 24 loai NST. Sy ting hoic giam s6 luong NST trong 46 NST binh thuong
goi la thé lech boi (aneuploidy).

PGT-A duoc sir dung dé sang loc phdi phét hién léch boi NST, thay cho
thuat ngir Sang loc di truyén truéc lam to (Preimplantation Genetic
Screening/PGS) va Sang loc nhiém sic thé toan dién cho phdi IVF
(Comprehensive Chromosomal Screening). PGT-A cho phép sang loc 46
NST cua phdi dé tim ra cac bat thuong vé sb6 luong NST dang léch boi
(aneuploidy).

PGT-A duoc tng dung dé chon phdi c6 kha ning 1am t6 cao nhat va dan
dén mang thai thanh cong [20]. Theo nghién ctu cua Verpoest va cong su
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(2018), nhom st dung PGT-A dé chon phdi cd ty 1é mang thai cao hon va ty
& say thai thap hon so v&i nhém khdng st dung PGT-A [74].

PGT-A con dugc Zore va cong su (2018) ung dung dé danh gia tinh
trang kham cua phoi, két qua 1a nhdm phéi thé kham van c6 kha ning lam to
va phét trién nhung ty 16 mang thai thip (30%) va ty I¢ say thai cao hon
(40%) so v&i nhdm co6 phodi binh thuong cé ty Ié¢ mang thai la 53,8% va ty 1€
say thai 1a 18,2% [75].

Cac ky thuat di truyén @ng dung trong PGT-A:

- Ky thuat lai tai chd huynh quang (FISH).

- Ky thuat Karyolite-BoBs.

- Ky thuat lai so sanh hé gen (aCGH).

- Ky thuat giai trinh ty thé hé mai (NGS).
1.3.2. PGT-SR

PGT-SR duoc thyc hién trén cac phdi dé phat hién cac rdi loan cau tric
NST. Cac rdi loan cau tric NST nay c¢6 ngudon géc tir b hodc me, ¢o chi dinh
trudc va duge luu v trong qua trinh thuc hién hd tro sinh sinh san. Phuong
phap nay giéng PGT-A la cling sir dung céac ky thuat xét nghiém phan tich roi
loan 24 NST cua phoi nhu aCGH hay NGS, tuy nhién tap trung vao céc roi
loan cau trdc NST cua phai.

Chi dinh xét nghiém PGT-SR: tién str vo hoic chong hoic trong gia dinh
c6 rdi loan cau tric NST: dao doan, chuyén doan NST, chuyén doan hda nhap
tdm NST (Robertsonian translocation).

Cac ky thuat di truyén ang dung trong PGT-SR:

- Ky thuat aCGH
_ Ky thuat NGS
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1.3.3. PGT-M

PGT-M dugc sir dung dé md ta thay thuat ngir chan doan di truyén trudc
lam t6 (Preimplantation genetic diagnosis/ PGD). Xét nghiém nay duoc thuc
hién trén cac phdi, nham phét hién céc bénh di truyén do dot bién gen da dinh
huéng tir trude hodc c6 tién st gia dinh 16 rang.

PGT-M dugc béo cdo lan dau tién vao nim 1990, chi dinh chan doan di
truyén cho phoi c¢6 nguy co mac mét rdi loan di truyén lién két NST gigi tinh
X. PGT-M dugc tng dung dé gilp cac c& nhan hoic cac cip vo chong giam
nguy co sinh con mic chung réi loan di truyén da biét do dot bién don gen
nhu bénh xo nang, bénh tan mau bam sinh Thalassemia, bénh wa chay mau
Hemophilia, Bénh loan dudng co Duchenne, loan dudng co tuy, loan dudng
co bam sinh, bénh bach tang, bénh vay ca bam sinh, tham chi bénh ung thu
bao gom ung thu vi va ung thu budng triang di truyén (BRCAL va BRCA2),
hoi chitng Li Fraumeni (LFD1) va polyp tuyén thuong than gia dinh (APC)...

Sallevelt va cong su (2017) d3 bao cao vé viéc st dung PGT-M tim dot
bién m.3243A>G gay ra bénh ndo ty thé v4i nhiém toan lactic va cac con
giong nhu dot quy (MELAS).

Trachoo va cong su di bao cdo vé trudng hop tré so sinh cho cip vo
chéng mang mam bénh thoai hoa than kinh c6 con khoe manh nho tng dung
PGT-M trén phoi dé tim dot bién gen PANK2 gay ra bénh thoai hoa than kinh.
Ngay nay, va&i cdng nghé di truyén hién dai, cho phép tng dung PGT-M phét
hién céc rdi loan di truyén don gen khac nhau.

Chi dinh xét nghiém PGT-M: tién sir vo hoic chong mang gen bénh,
hoic trong gia dinh c6 ngudi mac bénh di truyén do dot bién gen.

Céc ky thuat dugc tng dung trong PGT-M:

- Ky thuat PCR, Realtime-PCR;
- Kj¥ thuat giai trinh tu gen truc tiép Sanger;
- Ky thuat microsatellite DNA, MLPA...
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Nhu véy, tng dung PGT lam giam nguy co mang thai réi loan NST,
giam thoi gian va chi phi dé c6 duoc mot em bé khoe manh bang cach gidp
chon phdi t6t nhat dé chuyén, ciing nhu mang lai hy vong cho nhiing gia dinh
c6 tién st sinh con di tat, sy thai lién tiép hoic thai chét luu khong rd nguyén
nhan. PGT ciing dam bao cay ph6i don, tranh nhing rui ro da thai, dam bao
stc khoe sinh san nguoi me. IVF két hop véi xét nghiém PGT dugc xem 1
bién phép du phong céc rdi loan di truyén sém ¢ mic ¢6 NST, bién phéap chu
dong dé ngudi me co thé sinh dugc con khoe manh.

Pé lam PGT can nudi cay phoi dén ngay thir 3 hoic 5, 1am sinh thiét
phoi dé xét nghiém di truyén, phat hién bat thuong NST. Nhu vay, dé thuc
hién xét nghiém di truyén trude 1am t6 can phai thuc hién hai ki thuat chinh
la k¥ thuat sinh thiét phoi va ky thuat xét nghiém di truyén cua phoi.

1.4. K¥ thut sinh thiét phoi
1.4.1. Quy trinh sinh thiét phdi

Quy trinh sinh thiét chung bao gom viéc sir dung kinh hién vi dao nguoc
dugc gan hé thdng vi thao tac dé cd dinh miu vat, mo cra s6 mang zona
pellucida, dung kim sinh thiét dé lay mau vat ra khoi tring hay phéi. Sau d6
triing hay phdi sé& tiép tuc dugc nudi cdy, mau vat duoc c¢d dinh dé sang loc
phat hién réi loan di truyén.

C6 hai phuong phap chinh dé ldy miu vat ra ngoai. Tht nhat 13 tao ap
lyc &m trong kim sinh thiét dé hat phdi bao vao kim sinh thiét. Phoi bao c6
thé dugc hat toan b hay mot phan. Néu phéi bao chi duwoc hit mot phan vao
kim thi can c6 thém luc kéo dé nhe nhang vira hit vira kéo phéi bao ra ngoai.
Céch nay thuong duoc ung dung nhiéu nhat trén 1am sang. Phuong phap thu
hai, it duoc str dung hon, 13 tao mot ap luc duong tir kim sinh thiét (vi du nhu
day méi truong vao khoang dudi mang zona, vin xoian bén ngoai mang zona)

dé day phoi bao ra cira s6 mang zona.
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1.4.2. Thoi diém sinh thiét phoi

Sinh thiét phdi cd thé dugc thuc hién ¢ 3 giai doan khac nhau: sinh thiét
ngay sau thu tinh (sinh thiét thé cyuc thar nhat va thi hai), sinh thiét phéi o giai
doan phan cit (ngay thtr 3 sau thu tinh) hay sinh thiét & giai doan phéi nang
(ngay thir 5-6 sau thy tinh). Mdi giai doan sinh thiét déu mang wu diém,

khuyét diém ciing nhu chi dinh riéng.

Phéibao  Khoiphoibao Té bao ngoai phoi
Thé cuc (innercellmass)  (trophectoderm)
Sinh thiét thé cuc Sinh thiét phoi giai Sinh thiét phoi nang

doan phan cat

Hinh 1.8. Ba giai dogn thuc hign sinh thiét phoi
(Nguén: https://tudu.com.vn)

Phuong phap sinh thiét thé cuc dugc xem 1a phuong phép it gay ton hai,
it anh huong dén su sdng va chét lwong cua phdi nhat. Tuy nhién, két qua
chan doan di truyén thé cuc chi phan anh sy bét thuong di truyén cua nguoi
me ma thiéu di thong tin di truyén caa nguoi cha nén két qua khdng phan anh
duogc chinh xac tinh trang réi loan NST caa phoi.

Phéi ngay 3 cd ty I léch boi NST va phdi ¢ thé kham khéa cao 50% [76]
nhung dén giai doan phdi nang ty & nay giam dang ké con 3-5%
[77],[78],[79]. Nhu vay, theo logic sinh thiét phdi ¢ giai doan phdi nang, noi
c6 ty 1& kham thap hon, s& c6 két qua sang loc roi loan NST chinh xéac hon.

Hon nita, mot s6 phdi léch boi NST ngay 3 ¢6 thé tu stra chita thanh phai
binh thuong khi phét trién thanh phoi nang. Nhu vay PGT vao ngay tha 3 cua
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su phat trién phoi khdng phai lic nao ciing dai dién vé tinh trang réi loan NST
cua phoi.

Hinh 1.9. Sinh thiét phéi ngay 3 ldy phéi bao
(Nguon: Red Rock Fertility Center - USA)
Dbi v6i sinh thiét phoi nang, khoang 5-10 té bao ciia nguyén bao 14 nudi
(TE) duoc hut ra ngoai qua ctra s6 mang zona, sau d6 lién két gitra khoi té bao

bén ngoai va bén trong s€ dugc cat bang bang tia laser.

Hinh 1.10. Sinh thiét phéi nang ldy té bao ngoai phoi
(Nguon: Red Rock Fertility Center - USA)

Sinh thiét phoi nang duoc thyc hién chi yéu trén phoi tuoi. Tuy nhién
Whitney va cong su (2016) di chimg minh ring viéc rd dong phdi ngay 5 dé
sinh thiét va thuc hién xét nghiém sang loc di truyén van mang lai gia tri sang
loc nhu phoi tuoi ngay 5-6.

Hién nay, da c6 nhiéu nghién cau vé vi tri sinh thiét phi, thoi diém sinh

thiét phoi ciing nhu danh gia nguy co trén tré so sinh c6 sinh thiét phoi.
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Mot nghién ciu caa Magli va cong sy (2016) con tién hanh hat dich
trong nang (blastocoelic fluid/BF) cua phdi ngay 5, nham sir dung DNA trong
khoang dich cia phdoi nang dé khuéch dai hé gen (Whole Genome
Application-WGA) va tién hanh xét nghiém di truyén cho phdi IVF va so
sanh voi két qua xét nghiém tir nguyén bao 14 nudi caa phdi. Tuy nhién ty I¢
WGA chi thanh cong 82%. D4 phu hop cta phdi binh thwong la 97,1%
(67/69), véi do phu hop trén mdi nhidm sac thé 1 98,4%. Hién tai, nghién cau
bo sung dang duoc tién hanh véi muc dich téi wu hoa cac ki thuat co thé phan
tich cdc DNA cua dich trong nang cua ph6i nang, mo ra mot huéng méi trong
nghién ciu danh gia tinh trang di truyén caa phoi [80].

Whitney va cong sy (2019) da thuc hién sinh thiét phoi ngay 7 dé so
sanh véi sinh thiét phdi ngay 5, ngay 6. Nghién ctru nay duoc thuc hién &
nhitng bénh nhan c6 it phdi nang va phéi phat trién cham sau 144h, phdi nay
thuong bi danh gia thap va xu hudng loai bé nhung tac gia van tiép tuc nudi
cay thém 24 gio dén 168 gio sau thu tinh (phéi ngay 7) roi tién hanh sinh
thiét. Mac du, mot s6 phdi ngdy 7 van co két qua xét nghiém sang loc di
truyén binh thuong, tuy nhién két qua cho thay ty I¢ thai lam t6, ty Ié sinh
séng cua phdi ngay 7 van thap hon phéi c6 két qua xét nghiém di truyén binh
thuong va hinh thai tot & ngay 5-6 [81].

He va cong su (2019) da so sanh: tudi thai, can nang khi sinh va ty 1&
sinh non, tinh trang nhe can cling nhu tinh trang thai nhi qua to (macrosomia)
cua 1.721 tré so sinh gitra nhém ¢4 sinh thiét phdi nang va nhom khdng sinh
thiét phdi (nhdm chiing) dé diéu tra xem liéu sinh thiét phéi nang trong xét
nghiém di truyén trugc 1am t6 c¢6 lam tiang nguy co bat loi & tré so sinh hay
khong. Két qua cho thay sinh thiét phdi nang khong 1am ting rai ro bat loi

cho so sinh khi so sanh v&i nhom ddi chung [82].


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=vi&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DWhitney%2520JB%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D30614486&usg=ALkJrhjV-yNa417JroEXJLGlj_BLw6M54w
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Nhu viy, tai thoi diém nay sinh thiét nguyén bao 14 nudi va xét nghiém
di truyén phéi ¢ giai doan phdi nang ngay 5-6 dugc xem 1a ki thuat mang lai
két qua di truyén chinh xac nhat hién nay véi wu diém 1a nhiéu té bao duoc
sinh thiét dé sang loc, chan doan. Vi sinh thiét phdi & giai doan phan cit c6
anh huong x4u dén sy phat trién cua phoi so véi sinh thiét phéi nang, 1am cho
tbc do phét trién caa phdi cham dang ké [83]. Trong khi do, sinh thiét phoi
nang, chi ldy nguyén bao 14 nudi, con nguyén bao phoi bao van duoc bao ton
nén su phat trién tiép theo ctia phdi khong bi anh huong ma tinh dai dién cho
phéi 1a cao hon DNA trong dich & trong nang [84],[85]. Do d¢, sinh thiét giai
doan phoi phan cit kém hon sinh thiét phoi nang vé ca do chinh xac ciing nhu

mirc do ton thuong phoi.

Sau khi lay sinh thiét phéi, cac t& bao phdi dugc rira trong dung dich
dém phosphate (PBS+PVP) vo tring, sau d6 duoc chuyén sang phong Xxét

nghiém dé sang loc, chan doan rdi loan NST.
1.5. Cac ky thuét di truyén img dung trong xét nghiém di truyén truée 1am to
1.5.1. K§ thuit lai huynh quanh tai chd (FISH)

Nguyén ly: FISH (Fluorescence in situ hybridization) la ky thuat di
truyén té bao - phan tu sir dung dau do DNA gan huynh quang lai véi trinh ty
DNA dic hiéu dich trén NST cua té bao ¢ gian ky hoic cac NST & ky giita,
qua d6 phat hién duoc sy 6 mat hay vang mat cia mot doan gen nao d6 bang
kinh hién vi huynh quang [86].

Ky thuat FISH duoc sir dung lan dau tién dé xét nghiém phoi ngudi vao
nam 1992 [87]. M6t vai nghién ciru di cho thay sang loc phdi bang ky thuat
FISH 1am giam ty I& sdy thai, tang ty Ié thai 1am t6 va ty 1& sinh séng khi
chuyén cac phdi duoc sang loc bang k¥ thuat nay. Tuy nhién nhiéu nghién
ctru sau d6 lai khang dinh, FISH khong 1am tang hiéu qua cho IVF, do nhiing
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han ché néi bat cua ky thuat FISH, chi kiém tra duoc mét lwong giéi han NST
(t6i da 1a 12 cap NST trong d6 c6 5 NST pho bién 1a NST s6 13, 18, 21, X, Y)
tir 1 té bao phdi ngay 3 nén ty 1é chan doan am tinh gia cao, FISH khong cho
ra két qua toan dién vé toan bo 24 NST cuaa phéi thai [25],[71]. Cac nghién
ctru dau tién sir dung cong nghé sang loc toan bo bo NST cho thay ring su rdi
loan NST c6 thé xay ra & bat ky NST nao trong s6 24 NST cua phéi thai. Diéu
nay cho thay viéc sang loc rdi loan cua tat ca cac NST 1a can thiét dé xac dinh
xem NST cua phoi ¢6 binh thuong hay khéng [25],[88],[89].

Mot diém han ché nita caa ki thuat FISH 1a k§ thuat thuc hién kho, doi
hoi kinh nghiém khi ¢ dinh va dan trai mot phoi bao ra phién kinh. Két qua
phu thudc vao chit lugng ciing nhu sé lwong DNA mau, su chuan bj tiéu ban
va kha nang nhan biét mau sic tin hiéu huynh quang cia nguoi doc két qua,
c6 thé c6 hién tugng am tinh gia. Mat khac ki thuat FISH doi hoi thiét bi va
chuy&n mdn cao nén khé trién khai rong rai trén quy mé 16n [90],[91].

Vi vay hién nay FISH it dugc tng dung trong PGT-A

Do d6, trong tam trong linh viuc PGT-A gid diy di chuyén tir sinh thiét
phdi ngay thir 3 (blastomere) sang 1dy mau phdi ngay 5-6 (trophectoderm) va
str dung k¥ thuat sang loc todn bo bo NST, dé cung cap danh gia chinh xac
hon vé chat lugng cua phdi thai.

1.5.2. K¥ thuét lai so sanh hé gen (CGH)

KV thuat CGH (Comparative Genomic Hybridization) 1a k¥ thuat di
truyén té bao - phan tr dugc phat trién trong thap nién 1990.

K¥ thuat CGH khéc phuc nhugc diém cua ky thuat FISH, c6 thé danh gia
dugc réi loan s6 luong toan bo NST trong mdt té bao & giai doan ky giira.

Nguyén ly: K§ thuat sir dung viéc danh dau toan bo hé gen trén mau nghién
ctu va mau dbi ching, sau d6 dem lai v6i nhau va quan sat dugi kinh hién vi

huynh quang dé phat hién sy mat can bang caa bo NST [92],[93].
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Niam 2000, Voullaire va cong su da tng dung lan dau ky thuat CGH dé
phan tich réi loan di truyén cho 63 té bao phéi tir 12 phdi IVF, két qua cho thay
ty 1¢ phdi bat thuong rat cao, cao hon so vai cac phat hién bang k¥ thuat FISH
(chi 25% binh thuong). Lan dau tién k§y thuat CGH cho phép phét hién thé
kham, dong thoi phét hién ra bat thuong trén nhiéu cap NST (19 cap NST),
khac phuc duoc han ché cua ky thuat FISH (tdi da 12 NST). Diéu dang noi 1a
c6 3 trong s6 12 phdi duge wu tién lwa chon dé 1am t6 dua vao hinh théi tot thi
c6 rbi loan NST dang léch boi va dang kham rat cao. Nhu vy CGH cho phép
loai trir mot ty & phoi hinh thai binh thudng nhung cé xac suat séng kém do roi
loan di truyén gidp c6 thé cai thién ty 1¢ c6 thai sau khi IVF [94].

Tuy nhién, ky thuat CGH ciing vap phai gi¢i han vé d6 phan giai, chi
cho phép phat hién cac bat thuong nam trong giéi han 10-20 Mb, ¢6 thé tai 5-
10 Mb nén CGH van con nhiéu han ché nhu chi c6 thé phét hién rdi loan sb
luong NST va rdi loan cau tric khdng can bang. CGH khong thé phat hién roi
loan thé cu tric ma khéng c6 thay d6i s ban sao, chuyén doan NST cin
bang va hodc NST vong. Thoi gian phan tich két qua cia CGH 14au, khoang 3-
4 ngay.

1.5.3. K§ thuit lai so sanh hé gen két hop microarray (aCGH)

Ky thuat lai so sanh hé gen két hop microarray (Microarray-based
Comparative Genomic Hybridization/ aCGH) da giai quyét nhiing ton tai
cua CGH.
1.5.3.1. Nguyén ly hoat dgng

Nguyén ly hoat dong cua aCGH gidng CGH. Tuy nhién trong k¥ thuat
aCGH sir dung céc aray hay con goi la cac con chip DNA. Céc con chip DNA
duoc tao thanh tir cac doan do ¢o kich thudc nho (oligo probe) bao phu toan
bo hé gen cua NST. Sb lwong probe c6 thé Ién tai 1.000.000/ array, c6 do lap
16n, Vi vay phat hién duoc nhiéu bién thé di truyén.


https://en.wikipedia.org/wiki/Chromosomal_abnormality
https://en.wikipedia.org/wiki/Chromosomal_abnormality
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C6 hai loai doan do dugc sir dung phé bién trong k¥ thuat aCGH dé
phat hién cac bat thuong cua NST:
% Cdc doan do la nhiém sdc thé vi khudn nhdn tao (Bacterial artificial
chromosomes/ BACs) chira cac doan ngan DNA véi kich thudc thay doi tir
75 d&én 150 Kbp duoc sir dung dé phat hién cac thay doi don ban (single
copy) trong hé gen véi do nhay cao. Nhuoc diém cua BACs 1a khong cho
phép danh gia nhiing bat thuong c6 kich thudc bé hon kich thude cia cac
doan do. Mot nhuoc diém khac caa BACs 1a viée tao ra cac dong BACs

phuc vu cho k¥ thuat aCGH kha t6n kém va tiéu tén nhiéu thoi gian.

>

% Cdc doan do oligonucleotit goi tat la oligo 1 cac doan DNA ngan nhén tao
c6 kich thudc tir 25 dén 85 bazo (mer). Cac oligonucleotit duoc thiét ké va
tong hop kha dé dang, tiiy theo mirc d6 thiét ké ma cac doan do oligonucleotit
cho phép danh gia toan b hé gen vadi dd phan giai rat cao, nho d6 aCGH ¢6
thé phat hién cac truong hop thira hodc mét cac doan rat ngin trong hé gen.

P3a c6 nhiéu nghién ctu so sanh tinh hiéu qua cia BACs va céac
oligonucleotit trong viéc phat hién cac bat thuong trén hé gen, két qua cho
thay cac oligonucleotit cho phép phat hién nhiéu bat thuong hon va cac bét
thuong ¢6 kich thudc nhé hon so véi BACs [95]. Vé mit thuc hanh aCGH
duoc chia lam hai loai:

+ Array cO muc tiéu (targeted array): gém it doan do, phu téi da
nhitng ving da duoc biét co cac gen gay bénh.

+ Array toan bo hé gen (whole genome array): gom céac doan do phu
toan bo hé gen.



29

Hinh 1.11. Chip s&# dung trong ky thudt microarray
1.5.3.2. Quy trinh hogt dgng

Pau tién mau DNA can phan tich s& duoc cat thanh nhiing doan ngan,
nhimg doan DNA nay duoc nhuém mau huynh quang, mau DNA chung
khong mang bat thuong vé mat di truyén s& dugc nhuém biang mét mau
huynh quang khac, hai loai mau huynh quang duoc sir dung pho bién 1a mau
d6 va xanh luc. Sau d6 hai mau DNA nay s& duoc tron 1an véi nhau va cho
1én con chip dé tién hanh qua trinh lai. Cac doan DNA nay sé lai véi cac doan
do twong ung trén con chip. Sau khi hoan tat qua trinh lai con chip s& duoc
doc trén may quét microarray (microarray scanner) dé do luong huynh quang
mau d6 va xanh lyc tng vai mdi vi tri trén con chip (hinh 1.11) [96],[97],[98]
va phan tich bang phan mém chuyén dung trén may tinh dé tinh ti s6 gitra
mau huynh quang dé va xanh luc tai moi vi tri tng véi mot doan do dic hiéu
trén chip dé x4c dinh tinh trang thira, thiéu hoic can bang vat liéu di truyén
gitta mau DNA can phan tich vda DNA chung tai vi tri d6 (hinh 1.12)
[99],[100].

Néu mau DNA can phan tich ¢6 lwong binh thuong sé& thé hién trén chip
bang mau vang do ¢ su can bang giira lwong DNA can phan tich va mau
DNA chuang, néu bi thira DNA s& thé hién bang mau do do c6 lugng DNA can
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phan tich nhiéu hon so v&i mau DNA ching va néu bi thiéu DNA s& thé hién
bang mau xanh 14 cay do c¢6 lugng DNA can phan tich it hon so v&i mau

DNA chuang.

k1
ialg)

M&Au ADN cua bénh nhan Méu ADN chung
Trén l1an va

Gan huynh quang mau dé
cho Ién chip
ﬂ Tién hanh lai
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Quét bang
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Phan tich
bang may tinh

T T EFEN D)

A_Téng (nhan doan)
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Do / Xanh luc L
Giam (mat doan)

Hinh 1.12. Quy trinh hogt déng cia ky thugt aCGH
1.5.3.3. Ung dung aCGH trong sang lgc phai
K§ thuat nay da duoc 4p dung thanh cong trong chan doan trudc l1am to
tr nam 2004 [101]. Nam 2010, phuong phap nay da dwoc kiém ching xac
minh va duoc ung dung trong diéu tri 1dm sang phuc vu chan doan trude 1am

t6 & mot s6 nude tan tién nhu Hoa Ky va Chau Au [25].

Nam 2004, Hu va cong su da sir dung aCGH dé phat hién céac léch boi
NST ctia NST s6 13 va 15 va trong cac té bao don sau khi khuéch dai bang ky
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thuat DOP-PCR (Degenerate oligonucleotide primed polymerase chain
reaction). Cung nam, k¥ thuat aCGH ciling duoc Wells va cong su ap dung
thanh c6ng cho viéc phat hién léch bdi trong céc té bao don 1é sau khi khuéch
dai toan bo bo gen bang DOP-PCR hoic mot phuong phap thay thé dugc goi
la khuéch dai da chuyén vi [102],[103]. K§ thuat aCGH cho phép phan tich
NST toan dién trong vong chua day 48 gio véi ky thuat thuan tiéen.

Theo Traversa va cong su nam 2011, str dung phuong phap aCGH thay
43% phoi nang bi 1éch boi NST trong d6 55% 1&ch boi NST & 1 cap NST,
41% & 2 cap va 7% phuc tap (> 3 cap NST) [104].

Nam 2011, Alfarawati st dung phuong phap aCGH kiém tra 500 phoi
nang va thay 283 (56,7%) c6 léch bai [105].

Rubio va cong su nam 2013 sir dung phuong phap aCGH kiém tra phoi
ctia 556 bénh nhan c6 tién sur say thai lién tiép, phoi khdng 1am t6 lién tiép, vo

sinh nam, va phu nix 16n tudi, thay ty I léch boi NST 1a 73,5% [106].

Hién nay, c6 thé n6i aCGH la k§ thuat hiéu qua cho phép phan tich mot
cach toan dién bo NST.

Uu diém:

- Ky thuat aCGH cé kha nang danh gia toan bd 46 NST chi trong mot
xét nghiém duy nhat va phét hién cac bat thuong mat can bang cua
NST bao gdm cac truong hop léch boi, mat hoic nhan doan cia NST
chinh x4ac hon nhiéu so véi phuong phap 1ap karyotype.

- Ky thuat aCGH cho phép phéat hién céc bat thuong cua NST ngay ca
khi khong c¢6 dinh hudng trong chan doan, day 1a mét uu thé cia aCGH
so voi ky thuat FISH.
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- aCGH ciing phat hién duoc cac truong hop kham, tuy nhién sy chinh
X&c trong chan doan con phu thudc vao ty 18 gira dong té bao binh
thudong va dong té bao dot bién [107],[108]. Trong truong hop kham
Vi dong té bao dot bién dang léch boi, aCGH cho phép phét hién dugc
& mac kham tir 10% tré 18n trong khi d6 tinh trang kham véi dong té
bao dot bién mang nhan doan hoic mat doan cua mot NST dugc phat
hién & mac kham tir 20-30% tré 1én [109].

Nhwoc diém:

- Xuat phat tir nguyén tac cua ki thuat, cac chip aCGH duoc sur dung
cho PGT c¢6 khoang 4.000 - 1.000.000 diém danh dau (chay tring lip)
duogc dat cach nhau trong bo gen. aCGH la mot giao thac ghi nhén ty
I& trong d6 mau 1am sang duoc so sanh véi cac mau DNA 46,XY va
46,XX binh thuong. Nhung do khéng co kiéu gen dugc tao ra nén
aCGH khoéng thé phan biét giita 46,XX tir 69,XXX hoic 46,XY tur
69,XXY do d6 mot s6 trudng hop du da duoc xét nghiém sang loc
truéc 1am t6 Van can tu van 1am xét nghiém chan doan trudc sinh (1ap

karyotype) khi can thiét.

- aCGH khong xac dinh bat thuong di truyén don gen. Cac aCGH duoc
st dung cho PGT bai tat ca cac phong thi nghiém thuong mai chi c6
thé xac dinh toan bo NST va khong duogc thiét ké hoic xac nhan dé
xéac dinh rdi loan ciu trac NST. Bic biét 1a cac truong hop bat thuong
trong cau tric NST ¢ dang can bang nhu chuyén doan can bang va dao
doan do khéng xay ra tinh trang thira hoac thiéu vat lidu di truyén
(hinh 1.13) [95],[110].

- aCGH ciing khong thé phat hién duoc cac truong hop kham cé ty 16
kham thap hon 10% ddi véi trudong hop léch boi va dudi 20-30% dbi
véi truong hop bat thuong ciu trdc NST dang mat can biang [109].
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Céc truong hop bénh Ii di truyén gay ra do dot bién diém, loai dot bién
gen chi lién quan dén mot cap base trén DNA va céac truong hop dot
bién gen ma trong d6 sb cip base bi anh hudng bé hon s base duoc
st dung 1am doan do trong ki thuat aCGH s& khong thé dugc chan
doan bang ky thuat aCGH.
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(a) Chuyén doan twong hé giira 2 cdp NST khéng twong dong
(b) Bdo doan quanh tam va ddao doan ngoai tam

1.5.4. K§y thuit giai trinh tw gen thé hé méi (NGS)

1.5.4.1. Khai ni¢m va nguyén li hoat déng

Ky thuat giai trinh tuy gen thé hé mgi (Next Generation Sequencing/
NGS) 1a mét cudc cach mang vé cong nghé giai trinh tu vi néu giai trinh tu
Sanger chi cho phép giai trinh tu khéng quéa 1500 bp, hay pyrosequencing
khéng qué 100 bp, thi giai trinh tu thé hé méi cho phép giai dugc tir 36 Gb
dén 600 Gb, c6 nghia la cho phép giai trinh tu nguyén hé gen.
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Cong nghé nay thyc té 1a phuong thirc giai trinh tu déng thoi va lugng
l6n cac doan ngan nucleotide. Do vay k¥ thuat giai trinh tu thé hé mai con
duoc goi la giai trinh tu hé gen.

Mic di aCGH la k§ thuat dau tién cho phép sang loc dugc ca 24 NST
va hién dang duoc tng dung rong rai trong sang loc léch boi NST cua phoi
trudc 1am to tai nhiéu trung tam IVF trén thé gisi [25],[103],[106]. Tuy nhién,
cdng nghé giai trinh tu gen thé hé méi (NGS) gan day ciing da dugc tng dung
trong sang loc léch boi NST cua phoi trude 1am t voi do chinh xac cao, ti 16
thanh cdng cao va gia thanh hop ly [111],[112].
1.5.4.2. Quy trinh hoat dong ky thugt NGS

Quy trinh hoat dong cuia NGS bao gom 4 giai doan chinh (hinh 1.14):

+ Chuan bi thu vién (1): Thu vién 1a cic phan doan DNA. Cac mau DNA

dugc kiém tra chat luong bang phuong phap dién di va duoc phan doan
(fragmentation). Tiép theo cac phan doan DNA nay duoc két noi véi cac
ma vach (barcode) va duoc danh ddu (indexing) cho cac buéc phan tich
may tinh tiép theo.

+ Khuéch dai ciu cic doan DNA (2): Sau khi di chuén bi dugc thu vién 13

cac phan doan DNA, cac thu vién ndy s& dugc khuéch dai bang phuong
phap PCR. Sau d6 tién hanh tinh sach san pham PCR va duoc do néng do
bang phuong phap dinh luong Qubit, néu ndng d6 dat tiéu chuan s& duoc
tién hanh chuan hoa thu vién dé phuc vu giai trinh tu.

+ Giai trinh tu (3): Thu vién dugc dua 1én may va giai trinh tu gen thé hé méi

nhu NextSeq hoac Miseq.

+ Phan tich s6 liéu (4): Dir liéu dugc xir Iy bang phan mém Bluefuse. Phan

mém nay cho phép phét hién cac dot bién, tinh toan théng ké y nghia giita

cac mau nghién cau. Nhimg sai khac hay dot bién phat hién s& duoc so
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sanh va kiém chung véi co so dit liéu dot bién gen nguodi (HGMD) tai

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.
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sang loc réi loan NST truéc lam to dua trén ki thuat NGS c6 nhiéu
diém khac so véi cac ky thuat khac. NGS thuc hién chi can mot vai té bao
phdi, dix liéu chinh xéc, k¥ thuat phan tich don gian, cac thiét bi dang tin cay
va c6 gia thanh hop ly. Sang loc réi loan NST duya trén ki thuat NGS tao ra
nhiéu loi ich hon céc ki thuat ra doi trude d6 nhu giam chi phi giai trinh tu,
c6 kha niang dénh gia ton thuong cau trdc NST, kha nang ty dong hda cao
gilp giam thiéu nhitng sai s6t trong qué trinh thuc hién [113].
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Mot nghién ctru ctia Fiorentino va cong su (2014) chimg minh ring k¥
thuat sang loc 24 NST dua trén NGS c6 d6 phan giai cao va cho phép phat
hién chinh x4c sy mit can bang phan doan nho dén ~14 Mb, NGS cho phép
kiém tra dugc hon 100.000.000 diém/bd NST (NST). Tiém ning xéac dinh cac
thay doi phan doan cling di duoc bao cao trong cac nghién ctru xac nhan
trude d6 trén cac té bao don va duoc khang dinh trén phdi ¢ giai doan phoi
nang. Phat hién l¢ch boi NST, 1dp doan hoac méat doan mot cach chinh xac
(99,9%) , d6 nhay 100%. C6 thé xét nghiém duoc toan bd bd NST 1 1an. Quy
trinh c6 thé duoc hoan thanh trong <24 h, mot khung thoi gian twong thich

v6i viée chuyén phéi tuoi [22].

Nghién ctru ctia Zhou va cong su (2018) trén 5.735 phdi nang cua 1.854
cdp vo chong, thyc hién PGT-A (n = 770) va PGT-SR (n = 1.084). Két qua 1a
1.686 phoi nang binh thuong sau PGT da duoc chuyén vao budng tir cung dan
dén mang thai 1am sang, 49% & nhom c6 thuc hién PGT-SR va 47% & nhom
c6 thuc hién PGT-A. Ty 1& séy thai 1a khoang 9% & ca hai nhom. Tai thoi
diém cong bd, cd 84 xét nghiém chan doan trudc sinh va 645 tré sinh duoc
coi 13 binh thudong va khoe manh. Pic biét, tan suat caa roi loan cau tric
NST (léch boi ting phan NST) caa phdi nang 1a 10,13% (581/5.735); hién
twong nay khong lién quan dén tudi me va xay ra trén tat ca cac nhiém sac
thé. VA trong sd d6 co 40 phdi nang véi réi loan cdu trac NST phat hién boi
NGS duoc hién ting dé nghién ctru tiép theo, phan tich lai bang lai huynh
quang tai chd (FISH) dé x4c nhan tinh chinh xac ctia NGS. 39 phdi da duoc
rd dong thanh cong va cb dinh dé phan tich bang FISH. FISH xac nhan phoi
léch boi timg phan trong tat ca 39 phdi nang. Nhu vay, 1éch boi timg phan
NST véi kich thudc >16 Mb xay ra trong phdi nang va c6 thé duoc phat hién
bdi NGS [114].
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Theo Escriba va cong su (2019), tmg dung NGS dé phat hién duogc cac
1€ch boi NST cua phdi nang, dac biét tap trung phan tich I¢ch boi tirng phﬁn
NST véi kich thude >5 Mb. Két qua cho thay ty I& phoi léch boi 1a 53,5%
(1.909/3.565), trong d6 8.4% (299/3.565) phoi nang biéu hién 1éch boi timg

phan ¢ mot hodc nhiéu nhiém sac thé [115].

Nghién ctru ctia Liss va cong su (2018) da phan tich ty 1€ sinh trong cac
chu ky IVF ¢ 112 phoi dugc xét nghiém di truyén trude lam to bang NGS va
85 phoi khong dugc xét nghiém sang loc (nhém ching). Ty 1¢ sinh séng trén
mot chu ky c6 tng dung NGS cao hon ~ 18,5% so vo1 nhom chung (42,0% so
vol 23,5% tuong Umg; p = 0,012). Sy khac biét gitta nhom nghién ctru va
nhom chimg ciing ¢6 ¥ nghia ddi véi c6 thai 1am sang (42,0% so véi 23,5%
tuong ung; p = 0,012), c6 thai sinh hoa (41,2% so v&i 22,2% tuong Gng; p =
0,001) va ty 1 say thai (9,6% so vdi 28,6% tuwong tGng, p = 0,027). Két qua
cho thdy PGT/NGS 1a mot phuong phap hitu ich dé lya chon phdi va nén
dugc thyc hién trong thuc hanh 1am sang thuong quy dé cai thién ty 1& thanh
cong cua IVF [116].

Theo béo céo cta Rechistky va cong sy (2019) vé viéc tmg dung NGS
vao PGT-M dé phat hién phdi c6 nguy co mic cac ung thu lién quan dén di
truyén (bao gém ung thu vl va ung thu budng tring di truyén (BRCAL va
BRCA?), hoi chimg Li Fraumeni (LFD1) va polyp tuyén thuong than gia dinh
(APC)), 702 phdi nang ctia 383 cip vo chdng cd nguy co duge thyc hién PGT-
M. Két qua c6 684 phoi binh thudng trai qua 484 chu ky chuyén phoi. Két qua
la 282 san phy mang thai va 316 dira tré dugc sinh ra ma khong c6 dot bién gay
ung thu. Céc ciing bao cao rang viéc dong thoi sang loc 16ch bdi 24 NST khi
tudi me cao dd 1am tang ty 1é mang thai trong nhém PGT-M tang tir 50% dén
70% va giam ty 18 say thai tir 14% xudng 9% [117].
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Gan day, Ramos va cong su (2019) di chimg minh sir dung NGS dé
PGT-A cho phdi dong ngay 5, van mang lai gia tri sing loc nhu phdi tuoi
ngay 5. Ty 1é ¢ thai twong duong ca 2 nhém véi sinh thiét phoi dong (67%)
va sinh thiét phéi tuoi (69%). Piéu nay gitp cho cac cip vo chong co phoi
dong van c6 co hoi dé tham gia PGT va gifip giam b6t nhiing lo ngai lién

quan dén viéc dua phoi vao 2 qua trinh thuy tinh hoa va rd dong phoi [118].

Céc két qua 1am sang thu duoc trong cac nghién ctu tir chu trinh PGT
dugc thuc hién véi phuong phap NGS rat dang khich 18, theo Fragouli va
cong sy (2010); Fiorentino va cong sy (2011); Forman va cong sy (2012);
Scott va cong su (2013), ty 1é mang thai 14m sang di ting dang ké 62%-
63,8% (tudi trung binh 38,5 + 2,1 tudi).

Friedenthal va cong sy (2018) di danh gia sy khac biét vé két qua mang
thai khi st dung NGS so voi aCGH trong phdi chuyén dong lanh don (single
thawed euploid embryo transfer/ STEET) trong mot danh gia hdi ctu. Tong
cong c¢6 916 chu ky STEET tir 2014 dén 2016 d3 dugc xem xét va bao gom
548 truong hop NGS va 368 truong hop sit dung aCGH. Cac két qua dugc
phan tich bao gom ty 1¢ mang thai, ty 1& sinh song va ty 1¢ say thai. Ty 1é mang
thai cao hon dang ké & nhom NGS so v6i nhém aCGH (71,6% so voi 64,6%).
sinh séng & nhom NGS cao hon dang ké (62% so v6i 54,4%). Ty 1é say thai tu
nhién khong khac biét dang ké trong nhom NGS so véi nhom aCGH (12,4% so
v6i 12,7%). Tac gia két luan rang PGT-A sir dung NGS cai thién dang ké két
qua mang thai so véi PGS st dung aCGH trong chu ky STEET. NGS c¢0 kha
nang xac dinh va sang loc phdi kham, phoi léch boi ting phan hoic tam
boi. Két qua mang thai nho tng dung NGS c6 thé duoc cai thién do loai trir

duogc cac phdi bat thuong nay [18].
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O Viét Nam thu tinh trong 6ng nghiém duogc thuc hién tir nam 1998.
Hién nay, trén toan qudc da c6 34 trung tdm IVF duoc cip phép hoat dong va
thuc hién khoang 30 nghin chu ky diéu tri vo sinh, hiém mudn mdi nam. Tuy
nhién, c4c nghién ctru vé tmg dung sang loc di truyén cho phéi trude lam to
chua nhiéu, k¥ thuat tmg dung trude d6 12 FISH va aCGH ma c¢6 nghién ciru
nao vé tmg dung k¥ thuat NGS. Nghién ciru nay cua ching toi 1a nghién ctru

dau tién vé NGS, bt dau thuc hién tir ndm 2016.
1.7. Ty 1& léch bdi nhiém sic thé cia nodn va phoi
1.7.1. Ty 1& 1éch bdi nhiém sic thé & noin

Ty 18 1éch boi NST & nodn tuong ddi cao va ting dan ¢ phu nir 16n tudi.
Theo Munne va cong su st dung phuong phdp FISH cho 7 cap NST (13, 15,
16, 18, 21, 22, XY) dé nghién ctru cuc cau I & 226 bénh nhan (26-47 tudi,
trung binh 38,2 tudi) thay 1a ty 1¢ 1éch bdi NST & nhom <35 tudi 1a 50%; 35-
39 tudi 12 60% va trén 40 tudi 1a 66,7%) [119].

Sher va cong su khi sir dung phuong phap CGH cho noan cua phu nir
<35 tudi thdy 64% bi léch boi NST. Noan bi 1éch bdi NST s& dan téi phoi
bi 1éch boi NST. 80% nodn binh thudng sau thuy tinh s& dan téi phoi binh
thuong va 87% phoi khong phat trién thanh phoi nang 1a bi léch boi NST
[120].

1.7.2. Ty 1¢ 1éch bdi nhiém siic thé & tién nhan

Giannaroli va cong su (2003), dung phuong phap FISH 8 dau do (X, Y,
13, 15, 16, 18, 21, 22) kiém tra 496 phoi thay ty 1¢ 1éch boi NST 1a 70%. Cac
phoi cé tién nhan nam cach xa nhau, c6 kich thudc khac nhau nhiéu hodc ¢

hat nhan nho nam rai rac c6 lién quan dén toc dJ phat trién cham, va tang ty 1¢

léch bdi NST [121].
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Chen va cong su (2003) str dung phuong phap FISH cho NST 18, X, Y
danh gia hinh thai cta tién nhan theo tiéu chuan cuia Scott thay ty 18 phdi ngay
3 binh thuong & Z1=71%; Z2=54%, Z3,4=35%. Panh gi4 tién nhan c6 gi4 tri
chon loc hi¢u qua phoi co ) luong NST binh thuong, dac biét 1a phoi co
diém Z1 (phoi tt nhat) [122].

Balaban va cong su (2004) st dung phuong phap FISH 5 dau do (13, 18,
21, X, Y) kiém tra 267 phoi thay ty 1& 1éch boi NST noi chung 1a 69,2% va két
luan hinh thai cia tién nhéan c6 gia tri tién luong kha ning phét trién cia phoi
va 1a chi bao léch boi NST. Ty 1¢ léch bdi NST & phoi co tién nhan binh
thuong 1a 25,6%, ty 1¢ nay 1a 73% va 83% tuong tng lan luot v6i phoi co 1

tién nhan bat thuodng va phoi ¢ hai tién nhan bat thuong [123].
1.7.3. Ty 1¢ 1éch bdi nhiém sic thé & phoi ngay 3

Sau khi thu tinh phoi thudng dugc nudi cdy thém khoang 3 ngay (giai
doan phan chia) dén 5-6 ngay (giai doan phdi nang). Trén 50% phdi tao ra
trong 6ng nghiém & giai doan phéan chia c6 l1éch boi NST, ty 1é nay ting 1én
dén trén 80% ¢ phu nit 16n tudi. Nam 2012, AlAsma va cong su dung phuong
phap FISH 9 dau do (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X, Y) dénh gia 393 phoi ngay
3 ctia 70 bénh nhan c6 tudi trung binh 34,6 co tién sit say thai bj 1éch boi NST
(thai ty nhién hay thai IVF), ty 1¢ 1&ch boi NST 1a 67,8%. NST co ty 1¢ 1éch
bdi cao 1a 16 va 22 [124].

Rabinowitz va cong su (2012) sir dung k¥ thuat aSNP danh gia 274 phoi
ngay 3 cua 32 phu nit (tudi tir 26-47, trung binh 38) thay ty 1& 1éch boi NST 1a
72,3%, ty 1& nay 1a 65,7% va 76,2% tuong ung lan luot voi phy nit < 36 tudi
va trén 36 trong d6 19,7% c6 mot NST bi anh hudng, 52,5% c6 nhiéu NST bi
rdi loan [125].
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Trong thir nghiém 1am sang ngau nhién cua Rubio va cong su (2013) sir
dung FISH véi 9 dau do 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X va Y nghién ctu 265
phdi ngay 3 cua 91 phu nit c6 phoi khong 1am t6 lién tiép (tudi trung binh
35,2), va 485 phoi cta 93 phu nit 10n tudi (41-44 véi tudi trung binh 1a 41,8),
ty 1€ I¢ch boi NST tuong tng 1a 57,3% va 69,2%. Trong nghién ctru nay NST
bi anh hudng nhiéu nhat & phu nit bi phoi khong 1am t6 lién tiép lan luot 13
22,13, 16, 21, 18, XY, 15 va 17, va & nhom phu nir 16n tudi 1a 22, 16, 21, 15,
13,18, 17 va X,Y [64].

Trong mdt nghién ctru khac cia Rubio va cong su (2013) st dung
phuong phap aCGH kiém tra phoi ctia 556 bénh nhan c6 tién st sdy thai lién
tiép, phoi khong 1am t6 lién tiép, vo sinh nam, va phy nir 16n tudi, thay ty 18

léch bdi NST 1a 73,5% [106].

O Viét Nam sang loc phoi trude lam to dang bat dau phat trién, trong
mot nghién ctru so bd budc dau danh gia két qua sang loc trude 1lam to,
Nguyén Viét Tién va cong su (2014) st dung phuong phap FISH danh gia 5
NST 13, 18, 21, X, Y di cong bd ty 18 1éch boi NST cua 37 phoi ngay 3 1a
45,9%, hay gap nhat & NST 21, thap nhat & NST gidi tinh va NST 13 [126].

Trong mdt nghién ctru khac ciia Hoang Thi Huong va cong su (2014),
cling st dung phuong phap FISH 5 dau do cho 127 phéi ngay 3 c6 68 phoi
bao, thay ty 1& 1éch boi NST 1a 46,4%, hay gip nhat 1a NST 21, sau d6 1a 13
va thap nhat 1a NST gi6i tinh [127].

1.7.4. Ty 1& 1éch bdi nhiém sic thé & phdi nang

Mic du mot s6 phoi bat thuong ngimg phat trién tir giai doan ngay 3 va 5
nhung phan 16n van phat trién dén giai doan phoi nang. O giai doan phéi
nang, trén 40% phoi bi léch boi NST, ty 1& ndy ting cing véi tudi me.

Schoolcraft va cong su (2010), sir dung phuong phap CGH trén 269 phoi
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nang ciia 45 bénh nhan c6 tudi trung binh 1a 37 tudi thay ty 1 1éch boi NST 1a
51,3% [128]

Fragouli va cong su (2010) ciing dung CGH ¢ nhém bénh nhan tudi
trung binh 39,8 thay ty 1¢ 1éch boi NST ¢ phoi nang 1a 45,2% [129].

Traversa va cong su (2011), sir dung phuong phap aCGH thay 43% phoi
nang bi Iéch bo1 NST trong d6 55% léch bo1 NST & 1 cap NST, 41% & 2 cap
va 7% phuec tap (> 3 cap NST) [104].

1.7.5. Ty 1¢ phdi thé kham

Nho ¢6 k§ thuat IVF ma cac bat thuong vé NST ciia phodi nguoi giai
doan truge lam t6 da duoc phat hién. Vao nam 1993, Delhanty va cong su lan
dau tién cong bd hién tugng phoi thé kham giai doan trudc lam t6 [130]. Phoi
thé kham c6 thé chira dong phoi bao binh thudng véi dong phdi bao bat
thuong, hodc c6 thé chira cac dong phoi bao bat thuong khac nhau.

Ty 1é phoi thé kham thay d6i tir 15% [10] 1én dén trén 90% [131]. Mot
trong nhimg 1y do khién ty 1& phoi thé kham chénh léch kha nhiéu & cac
nghién ctru khac nhau 13 do tiéu chuan xac dinh phéi thé kham dugc sir dung
khac nhau. Vi duy, trong nghién ctru ctiia Baart va cong su (2006) va nghién
cltru cua Ziebe va cong su (2003), néu c6 mit mot sb lugng nho phodi bao bat
thuong trong phdi van duoc coi 1a phdi binh thudng [132],[133]. Cac tac gia
nay cho rang nhiing phdi nay van c6 kha niang phat trién binh thudng. Mot
nguyén nhan khac 1a nhiéu nghién ctru vé phoi thé kham dugc tién hanh trén
nhig phoi thira, khong dugc sir dung dé chuyén phéi hodc du trit dong lanh,
nhitg phoi ndy thudng c6 chét luong kém hon. Van Echten Arends (2011)
phan tich tong hop (metaanalysis) 36 nghién ctru riéng 1¢ vé hién tuong phoi
thé kham & ngay 3, thay trong 815 phdi thira, chi c6 177 (22%) phéi 1a binh
thuong, 599 (73%) phoi thé kham va 39 (5%) phdi c6 cac bat thuong NST
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khac. Trong s6 cac phoi thé kham, 480 phoi (59% sé phoi nghién ctru) co
chtra ca dong phoi bao binh thuong va dong phoi bao bat thuong [134].

Voullaire va cong su (2002), ciing khang dinh thé kham 4 rat pho bién &
phéi ngudi giai doan sém, va cac phdi c6 chira cac té bao bat thuong riéng 1é

hoac hdn hop nhiéu loai bat thuong [135].

Phoi thé kham thuong chi phét trién dén giai doan phéi dau va ngimg
khong phat trién dén giai doan phoi nang. Baart va cong sy nghién ctru 12
phdi dau tan dong thay ca 12 phoi déu 1a phoi thé kham [136]. Santos va cong
su nghién ctru 18 phdi dau, thay ty 1¢ phoi thé kham giam tir 83% trong ngay
4 xubng con 42% & phodi nang ngay 8 [137].

1.7.6. Hién twong tu sira chira ciia phdi 1éch béi nhiém siic thé ngay 3

Phoi ngay 3 c6 ty 18 léch boi NST va phoi ¢ thé kham kha cao [138]
nhung dén giai doan phdi nang ty 1& nay giam dang ké [139]. Mot sé phoi
léch boi NST ngay 3 c6 thé ty sira chira thanh phdi binh thudng khi phat trién
thanh ph6i nang. Nam 2001, Sandalinas st dung FISH cho 8 cap NST (1, 13,
15, 16, 18, 21, 22 va XY) dé nghién ctu lai nhitng phdi duoc két luan 1a bat
binh thuong theo két qua cua FISH ngay 3 thay riang 15% (32/216) c6 két qua
binh thudng sau khi phan tich lai. 66% phoi stra chita thanh binh thuong phat
trién dén giai doan phdi nang trong khi d6 19% phdi c¢6 1éch boi NST phat
trién dén giai doan phoi nang [140]. Theo Li va cong sy (2005) st dung FISH
theo doi 5 cdp NST 13, 18, 21, X va Y cua phdi nang (ngdy 5-6) phat trién tir
phoi ma ngay 3 da chan doan 1a léch boi NST di két luan: 19,6% phoi léch
bdi NST ngay 3 phat trién dén giai doan phdi nang trong sd d6 40% duoc
chan doan lai binh thuong [141].

Pé giai thich cho hién tugng phoi tu sira chita nay, mot sé nha nghién

ctru da ly gidi nhu sau:
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+ Cac phdi bao co sb luong NST binh thuong c6 kha nang phén chia t6t hon,
cac phdi bao bat thuong bi ngimg phat trién; dong thoi nhitng phdi bao
binh thudng nay s& c6 xu huéng di chuyén va biét hoa thanh mam phoi
[142],[143].

+ Hé thong gen ctia phoi chua hoan toan hoat héa vao ngay thi 3 cua giai
doan phan chia [144]. Chét luong ctia nodn va cac protein, cac chat sao chép
gen cua noan bi gidm di theo thoi gian do su tich tu cua céc tia xa, cac chét
doc hai, cac tac dong oxy hoa gy ton thuong ty thé, cac telomere ngin lai dan
dén mat kiém soat chu ky té bao tao ra nhiing sai léch vé NST. Hién tuong
nay dic biét nghiém trong & nhitng phu nit 16n tudi, tao nén nhimg sai sot
trong sy phan ly cia NST trong lan phan chia dau tién, tao nén phdi bi thé
kham. Sau khi gen cta phdi dugc hoat hoa, co ché chét theo chuong trinh
(apoptosis) va cac diém kiém soat trong chu ky té bao tré nén hoat hoa, 1am

giam s lugng cac phoi bao bat thudng NST & giai doan phdi nang.
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CHUONG 2
POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién cieu
Déi twgng nghién cau 1a cac phdi nang IVF (phdi ngay 5-6).

+ Muc tiéu 1: Bdi twgng nghién ctu 12 24 phdi nang cia bénh nhan IVE dé
hoan thién quy trinh sang loc rbi loan 24 NST bang ky thuat NGS.

+ Muc tiéu 2,3: Dbi twong nghién ctu 12 52 phdi nang cia bénh nhan IVF dé
danh gia do chinh xac ctaa ky thuat NGS va danh gia tinh (rng dung cua ky
thuat NGS trong sang loc 24 NST trudc lam t6.

2.1.1. Tiéu chuan lra chon

+ Bénh nhan c6 phdi nang (phdi ngay 5-6) va tu nguyén tham gia hién phoi
dé nghién ctu.

+ Ho so day du céc thdng tin: Tudi, thoi gian vo sinh, loai vo sinh, nguyén
nhan vé sinh, tinh trang mang thai trude dé, tién su diéu tri IVF.

2.1.2. Tiéu chuan loai trir

+ Cac phoi ngay 3.

+ H0 so thong tin cta bénh nhan khong du.

+ Céc bénh nhan bo nghién ctru, khong dong y tham gia nghién cau.

2.2. Pia diém nghién ciu

+ Trung tdm hé tro sinh san Bénh vién Phy san Ha Noi.

+ Vién mo phoi 1am sang Quan dol.

+ Phong xét nghiém DNA thudc Bd mdn giai phau cia Hoc vién Quéan Y
Viét Nam.

+ Trung tdm Xét nghiém di truyén trudc 1am to, Pai hoc qudc gia Singapore.

+ B6 mdn Y Sinh hoc - Di truyén, Dai hoc Y Ha Noi.
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2.3. Theai gian nghién cau

Pé tai duogc tién hanh nghién cau trong thoi gian 4 nam, tr thang 9 nam
2016 dén thang 9 nam 2020.

2.4. Phuong phap nghién curu
2.4.1. Thiét ké nghién ciu

Nghién ciru mé ta cat ngang.
2.4.2. C& mau nghién cau

+ Muc tiéu 1: hoan thién quy trinh, khéng ap dung cong thac tinh ¢ mau.
Chung toi da sir dung toi 24 mau phdi nang dé thyc hién nghién ctu.
+ Muc tiéu 2,3: can wdc tinh mét ty 1é trong quan thé véi sai sé tuong ddi nén

chiing t6i st dung cong thuc tinh ¢& mau sau:

Zzl-a/z(l_p)

n=
e?p

n = c& mau toi thiéu.
Z1.» biéu thi @6 tin cay; Néu do tin cdy cta nghién ctu 1a 95%, tuong
ung voi o= 5% thi Z;.,,=1,96.
€ 1a dg sai léch cua nghién ctru so véi thuc té (vi khi nghién ctru chi la
két qua cia mot quan thé = n ma khong phai toan thé cong dong nén khi
ap dung cho cong dong s& c6 sai léch e.
p biéu thi mot ty 1¢ dai dién cho 1 ti€u thic nghién ctru (ty 1€ bénh, ty 1€
roi loan NST) dugc xac dinh & muc tiéu nghién ctru va lién quan dén do
sau cua nghién clru.

Ap dung vao nghién ctru nay:

e DG tin cdy = 95% tuong tng o = 5% thi Z;,, = 1,96.
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e p=53% = 0,53 (ty 1& phoi bi léch boi NST, trich din tai liéu ctia Magli
2007 [145].
e &=0,27 (gi6i han cho phép vé théng ké).
Thay s liéu vao cong thirc trén ta co:
1,962 x (1 -0,53)

n= =47
0,272 x 0,53

Nhu vay, s6 phéi tdi thiéu can thu thap, phan tich cho muc tiéu 2 va myc
tiéu 3 12 47. Thuec té, trong thoi gian nghién ctru, chung t6i da ¢6 52 phdi du

tiéu chuan dé phuc vu muc tiéu 2,3,
2.4.3. Cac dinh nghia dwgc dung trong nghién ciu

< Nhiém sic thé: I1a vat thé di truyén ton tai trong nhan té bao, bit mau
bang thudc nhuém kiém tinh, do vat chat di truyén tap trung lai thanh
nhitng soi ngan va c6 sé luong, hinh dang kich thudc dic trung cho mdi
loai. O nguoi, trong mdi té bao c6 2n = 46 NST, bao gom 23 cip NST (22
cap NST thuong va 1 cdp NST gidi tinh). O nam gidi cap NST gidi tinh 1a
XY va & nir gidgi cap NST gidi tinh 1a XX. Do vay nam gioi ¢o 24 loai
NST, nit gidi c6 23 loai NST.

% Léch bdi: 1a hién tuong s lwong NST cua té bao ting 1én hoic giam di 1
hoac vai NST so véi bo NST ludng boi (2n).

< Pon bdi: 1a mot dang dot bién sb lugng NST, trong d6 té bao dot bién
chtra mot ntra s6 nhidm sac thé (n).

< Pa bdi: 1a mot dang dot bién sb lugng NST, trong d6 té bao dot bién chua
nhiéu hon 2 1an s6 don bdi NST (3n, 4n, 5n, 6n...).
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» R6i loan ciu trdc NST: 12 su thay ddi trong cau trdc caa tng NST dén

dén sap xép lai cac gen, hay ting hoac giam sb luong gen trén NST (léch

boi tirng phan) dan dén thay d6i hinh dang va cau trdc caa NST.

% Phoi thé kham: 1a phdi ¢6 thé chira dong phdi bio binh thuong va dong

phdi bao réi loan, hoic ¢ thé chtra cac dong phdi bao rdi loan khéac nhau.

» V0 sinh I: Hai vo chdng chua bao gid ¢6 thai, mac du séng vai nhau trén

mot nam, quan hé tinh duc déu dan va khong st dung bién phép tranh thai

nao.

>

*,

% V0 sinh 11: Hai vo chong trude kia da c6 con hodc c6 thai nhung sau do

khdng thé c6 thai lai, dU séng véi nhau trén hai nam, quan hé tinh duc déu

dan va khéng st dung bién phap tranh thai nao.

2.4.4. Céc bién sb trong nghién ciru

Bdng 2.1. Céc bién sé théng tin chung ciia bénh nhan hién phoi

Thong tin chung cia bénh

STT o Loai bién
nhén hién phoi
1 | Tudi nguoi vo Bién dinh luong
2 Nguyén nhan vo sinh do vg Bién nhi gia (C6/Khong)
3 | Nguyén nhan vo sinh do chong | Bién nhi gia (C6/Khong)
4 Khoéng rd nguyén nhan vo sinh | Bién nhi gia (C6/Khong)
5 | Loai vo sinh Bién nhi gia (VSI/VSII)
6 | Thoi gian vo sinh Bién dinh luong (nim)
‘ Bién nhi gia (Say thai, Thai luu,
7 | Tién su san khoa o
C6/Khong)

8 | Tién st IVF that bai Bién dinh lugng (1an)
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2.4.4.1. Hoan thign quy trinh sang loc réi logn 24 nhiém sdc thé bang ky

thugt gidi trinh tw gen thé hé méi (NGS) trén té bao phai

Bing 2.2. Cic bién sé ciia muc tiéu 1

Muc tiéu

Bién so

Loai bién

Panh gia chat luong san | Bang san pham dién di Bién nhi gia
pham WGA (Xuat hién bang
san pham/ Khong
xuat hién bang
san pham)
Nong d6 DNA Bién dinh luong
Panh gia chat lugng giai | S6 1an doc Bién nhi gia
trinh ty gen cua phoi (Pat/Khong dat)
béng NGS S6 1an doc sau loc Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
% Tong s6 lan doc sau loc | Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
Piém chat luong trung binh | Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
Piém ghép cap trung binh | Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
Chi sd nhiéu ciia mau Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
D0 tin cdy vung Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)

Panh gia két qua giai
trinh twy gen cua phoi
bang k¥ thuat NGS

Sb phoi khong rdi loan NST

Bién dinh luong

Sb phoi rdi loan 1 NST

Bién dinh luong

Sb phoi rdi loan 2 NST

Bién dinh luong

Sb phoi rdi loan >3 NST

Bién dinh luong

Sb phoi thé kham

Bién dinh luong

Panh gia két qua toi uu
quy trinh giai trinh tu gen

So lan doc

Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
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Muc tiéu

giai trinh ty gen chay véi
mAau nho bang céac bo kit:

+ Miseq Reagent kit v2
Nano (4 mau)

+ Miseq Reagent kit v2
Micro (8 mau)

+ Miseq Reagent kit v2
Standard (16 mau)

+ Miseq Reagent kit
V3 (24 mau)

Bién s Loai bién
S6 1an doc sau loc Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
% Téng s6 1an doc sau loc | Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
Piém chat luong trung binh | Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
Piém ghép cip trung binh | Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
Chi s6 nhiéu ciia mau Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)
Do tin cay ving Bién nhi gia
(Pat/Khong dat)

2.4.4.2. Pdnh gid dé chinh xac cia ky thugt sang loc réi loan 24 nhiém sdc
thé bang NGS so véi kj thugt aCGH trén té bao phoi

Bdng 2.3. Cdc bién so cua muc tiéu 2

Két qua NGS Két qua aCGH Loai bién
Két luan két qua Két luan két qua Bién nhi gi4
(Két luan/
Khéng két luan)

S6 phoi khong r6i loan NST

S6 phoi khong roi loan NST

Bién dinh luong

S6 phoi r6i loan 1 NST

S6 phéi r6i loan 1 NST

Bién dinh lugng

S6 phoi r6i loan 2 NST

S6 phéi r6i loan 2 NST

Bién dinh luong

S6 phéi rdi loan >3 NST

S6 phoi rdi loan >3 NST

Bién dinh luong

S6 phéi thira NST

S6 phoi thira NST

Bién dinh lugng

S6 phoi thiéu NST

S6 phéi thiéu NST

Bién dinh lugng
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2.4.4.3. Buwéc diu dinh gid két qud sang loc réi logn 24 nhiém sdc thé bang

NGS trén té bao phéi trudc 1am to

Bdng 2.4. Cdc bién so cua muc tiéu 3

Muc tiéu Bién so Loai bién

Panh gia mac d6 rdi | SO phoi khong réi loan NST Bién dinh luong

loan NST cua phoi - - -
SO phoi 161 loan 1 NST Bién dinh lugng
S6 phoi rdi loan 2 NST Bién dinh luong
S6 phoi rdi loan >3 NST Bién dinh lugng
S6 phoi thira NST Bién dinh lugng
S6 phoi thiéu NST Bién dinh luong
S6 phoi thé kham Bién dinh luong
S6 phoi r6i loan cau tric Bién dinh luong

Panh gia tan suat bat | NST 1,2, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, | Bién dinh luong
thuong cua 24 NST |12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
cua phoi 20,21,22, X, Y

2.4.5. Cac thiét bi va héa chit sir dung trong nghién ciru

Cac thiét bj va hoa chat phuc vy cho nghién ctru dugc sir dung tai phong
xét nghiém DNA thudc Bo mén giai phau caa Hoc vién Quan Y.

Kinh phi mua héa chit duoc B khoa hoc va Céng nghé hd trg mot
phan, theo du toan cia dé tai cdp Qudc gia “Nghién ciu tng dung Ky thuat

giai trinh tu gen thé hé mai trong sang loc rdi loan NST truéc chuyén phoi”;
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thugc Chuong trinh nghién ctu tng dung va phét trién cong nghé tién tién

phuc vu bao vé va chim soc stc khoe cong dong; Ma sb: KC.10/16-20.

Bing 2.5. Thiét bi sir dung trong nghién ciru

TT Thiét bi Nha san xuat
1 | ProFlex™3x32-well PCR system Thermo Fisher
Scientific
2 | Next Generation Sequencing System — MiSeq [llumina
3 | Qubit 2.0 Fluorometric Quantitation Life Technologies
4 | Centrifuge 5430R Eppendorf
5 | Bo dién di NANOPAC 300P Cleaver
6 | Mini Centrifuge M-6 Boeco
7 | Can dién tir Practum Sartorius
8 | May lic MS3 basic IKA
o M6t s6 thiét bi co ban ctia phong thi nghiém:
micropipette, gia tir, gia dé eppendorf,...
Bing 2.6. Héa chit sir dung trong nghién ciru
STT Hoéa chat Nha san xuat
1 | SurePlex DNA Amplification System [llumina
2 | VeriSeq PGS Library Preparation Kit [llumina
3 | VeriSeq Index Kit [llumina
4 | MiSeq Reagent Kit — PGS [llumina
5 | Miseq Reagent kit v2 Nano (300 cycles) [llumina
6 | Miseq Reagent kit v2 Micro (300 cycles) | lllumina
7 | Miseq Reagent kit v2 standard (50 cycles) | Hlumina
8 | Miseq Reagent kit V3 (150 cycle) [llumina
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STT Hoa chat Nha sin xuat
9 | Qubit dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific
10 | Phosphate buffer solution Cell Signalling
11 | Sodium hypoclorite Sigma
12 | PCR grade water 1st Base
13 | Female/Male human genomic DNA Promega
14 | TBE buffer 10X Serva
15 | Agarose gel loading dye 6x Intron
16 | 50bp DNA ladder Norgen
17 | RedSafe Nucleic Acid staining solution Intron
18 | Ethanol Merck
19 | Sodium hydroxide solution 1N Scharlau

2.4.6. Quy trinh nghién ciru

2.4.6.1. Hoan thién quy trinh sang loc réi logn 24 nhiém sdc thé bang ky
thugt NGS trén té bao phoi

< Chon ddi twong nghién ciu

— Lua chon dugc 24 phdi nang (ctia 4 bénh nhan IVF) theo tiéu chuan lua

chon va tiéu chuan loai tru.

— Nghién ciu vién tryc tiép cung cap thdng tin nghién cau cho 4 cip vo

chdng bénh nhan IVF du tiéu chuan va cho cap vo chong bénh nhan ki don

tinh nguyén tham gia nghién ciu néu ddng y hién phoi.

— Phong van 4 cap vo chong bénh nhan IVF dong y tham gia hién phoi dé

thu thap, ghi chép cac bién s6 nghién cau vao phiéu thu thap sé liéu: tudi,

tinh trang vo sinh, loai vé sinh, thoi gian vo sinh, nguyén nhan vo sinh,

tién su san khoa, tién st that bai I\VF.
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% Thuc hién nghién ciu

— Buwéc 1: Nhan 24 phéi nang dwoc hién

Ghi day du thdng tin caa phdi: sb thi tu, ma s6 phéi (ID), ma sb chu ky IVF.

— Buwéc 2: Thuc hién quy trinh sinh thiét phéi va rira té bao phoi

*

Sinh thiét phéi

Dung kim git hit nhe va ¢ dinh phdi & vi tri thich hop.

Pua kim sinh thiét 4p nhe vao phan phoi da thoat mang va hut tir tir ra 5-
10 té bao phdi (TE). Dung laser cit dit cum phdi bao vira hit duge khoi
phdi (chi hat nguyén bao I& nubi phoi, khéng hut vao nguyén bao phéi).
Nha té bao phdi vira hiit vao méi truong.

Noi long luc hit caa kim gitt dé giai phong phéi, chuyén phéi sang dia
nudi phoi.

Rita té bao phéi sau sinh thiét

Dung micropipettee Iy ra cac té bao phéi vira sinh thiét chuyén sang dia
chuan bj trudc, trong d6 c6 6 giot chia theo 2 hang: 3 giot mdi truong G-
gamete, 3 giot chira PBS-PVP (15-30pL/giot). Rira té bao ¢ 3 vi tri: Hut té
bao phéi tir giot rnira 1 sang giot ria 2. Lap lai cac budc trén ¢ giot 3-4; 5-6.
Tur giot rira 6: hat 2,5uL dung dich PBS-PVP chira té bao phdi cho vao
6ng PCR1 da danh dau, hit ra 2,5uL dung dich PBS-PVP chuyén vao
6ng PCR2 chimg 4m tuong ung.

Nghién citu vién ghi ngay, gio sinh thiét, tén ky thuat vién sinh thiét va

rira té bao vao phiéu thu thap sé liéu.

Chuyén 24 éng PCR1 (chua té bao phdi) va 24 éng PCR2 (chira dung

dich rtra) vé phong xét nghiém DNA thuoc Bé mén giai phau caa Hoc vién

Quan Y va ghi ngay, gio chuyén mau vao phiéu thu thap sb liéu.
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— Buwéc 3: Thuc hién quy trinh khuéch dai hé gen (WGA)

24 mau phoi bao va 24 mau dung dich rira sau khi duoc sinh thiét, rira phoi
duoc thuc hién buéc khuéch dai toan bo hé gen béng bd kit SurePlex DNA
Amplification System cua hang I[llumina theo quy trinh khuéch dai h¢ gen (Phu luc
1.3). Tién hanh thao tic WGA trong phong sach, ap luc duong v6i diy du trang
thiét bi, dung cu, hoa chit, va dong luu thong theo 1 chiéu tai phong xét nghiém
DNA thudc B6 mén giai phau cia Hoc vién Quan Y.

+ Thuyc hién quy trinh dién di: Tién hanh dién di san pham sau khuéch dai
(24 mau ph6i bao va 24 mau dung dich rira) va mau chiing am, mau chirng
duong. Sau khi dién di xong, dua ban gel c6 chira DNA da dugc dién di
vao trong may chup gel, chup gel va chuyén két qua vao may tinh. Tong
hop danh gia két qua theo tiéu chi sau:

Bing 2.7. Tiéu chi dinh gid két qua dién di

Mau WGA .
Mdau dung

Madu phoi bao
aup dich rira

Két qud dién di

Xuat hién bang san | Sinh thiét thanh cong (thu duwocté | Nhiém DNA

pham rd nhu nhu bao phéi c6 nhan); ngoai lai
mau doi chiing Rua té bao thanh cong (khéng mat té
duong bao);

WGA thanh cong.

Khéng xuat hién Sinh thiét khéng thanh cong (thu Khong nhiém
bang san pham dugc té bao phdi khdng nhan); DNA ngoai lai
Hoac rra té bao 1am mat té bao phoi:;
Hoac WGA khong thanh cong.

+ Do nong d6 DNA bang Qubit: Nong d6 DNA cua san pham WGA duoc
tinh bang cach do ndng d6 cia mau san pham pha lodng sau d6 nhan hé sb

dé c6 ndng do gdc (vi cac san pham WGA dugc pha lodng truge khi tién
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hanh do vai ty 1& 1:10). Ghi lai ndng d6 DNA cua 24 miu phoi bao va 24
mau dung dich rira, danh gia két qua theo céc tiéu chi sau:
Bing 2.8. Tiéu chi danh gid két qui néng dp DNA
Médu WGA

Mdu phdi bao Mdu dung dich ria
Néong dg DNA

Khong nhiém DNA

<10 ng/pL WGA khéng thanh cong ngoai lai

>25 ng/pL WGA thanh cbng Nhiém DNA ngoai lai

— Bwdc 4: Thuc hién giai trinh tw gen

San pham WGA ciia 24 mau phdi bao duoc tién hanh giai trinh ty gen
bang ky thuat NGS theo quy trinh caa hdng bang bo kit chay méay MiSeq
Reagent Kit - PGS (24 mau/1 lan chay, bo kit cung cip du hoa chét cho 4 lan

chay (Ién toi 96 mau/mé)) gdm céac budc sau:
* Chudn bj thuw vién cho qud trinh gidi trinh tw trén hé thong NGS

+ San pham cua qué trinh WGA dugc dua vé nong do 0,2 ng/uL trude khi
tién hanh budc chuan bi thu vién. Chuan bi mot dia PCR mdi, danh dau
VTA (Veriseq Tagment Amplicon Plate). Thém 10uL Tagment DNA
Buffer vao mdi giéng trén dia PCR sau d6 bo sung 5pl Amplicon Tagment
Mix vao c4c giéng di chtra Tagment DNA Buffer. Cudi ciing cho 5uL mau
DNA néng d6 0,2ng/uL (trong 1ng DNA tong s6) vao cac giéng tuong Gng
trén dia VTA; hiit nha micropipette 5 lan dé tron déu hoic day nap roi lac.
Ly tdm & 280gr & nhiét &6 phong trong 1 pht va chuyén dia VTA 1én may
PCR theo chu trinh nhiét: 55°C trong 5 phut va gitr ¢ 10°C.

+ Khi két thuc buéc 1, ldy VTA ra khoi may PCR, dem ly tdm va tién hanh
budc tiép theo. Ngay lap tic thém 5uL NT buffer vao mdi giéng trén dia
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VTA ngay khi qua trinh u két thdc. Str dung micropipette hat nha 5 lan dé
tron déu hoac sir dung mdy vortex sau d6 ly tim nhanh ¢ 280gr trong 1
phut va dé u ¢ nhiét do thuong trong 5 phat. Thém 5pL mdi Index 1 primer
(i7) - nap cam vao mdi hang cua VTA va 5uL mdi Index 2 primer (i5) -
nap tring vao cac cot caa VTA. B6 sung 15pL Nextera PCR Master Mix
vao mdi giéng, hat nha micropipette 5 lan dé tron déu hoic dung may
vortex nhanh. Ly tdm dia & tbc do 280gr trong 1 phit & nhiét ¢6 thuong sau
d6 chuyén vao u trén may PCR theo chu trinh nhiét dudi day: 75°C trong 3
phat, 95°C trong 30 giady; 95°C trong 10 gidy trong 12 chu ky, 55°C trong
30 giay, 72°C trong 30 giay; 72°C trong 5 phut va gitr & 4°C.

Trong lic doi san pham PCR, tron déu dung dich AMPure XP bead bang
may vortex, sau d6 thém 45uL Bead vao cac giéng cua plate méi chuan bi.
Sau khi hoan thanh chu trinh nhiét, chuyén 45uL san pham PCR tir VTA
sang dia da chita AMPure Bead. Lac ¢ toc d6 1800rpm trong 2 phut sau d6
u ¢ nhiét d6 phong trong 5 phat. Ly tdam nhanh & 280gr trong 1 phat va dat
Ién gid tur trong vong 2 phat. Dung micropipette loai bo dich trong cac
giéng roi thém 200uL con 80% vao cac giéng. Pé i 30 gidy sau do ding
micropipette loai bo cén trong cac giéng. Lap lai 1 l1an budce rira bang con
trén rdi giir nguyén dia trén gia tir va dé kho céc hat tir trong vong 15 phit.
Nhéc dia ra khoi gia tir, thém 50pL Resuspension buffer vao cac giéng. Lac
& toc ¢ 1800rpm trong 2 pht rdi G dia ¢ nhiét do phong trong 5 phat. Ly
tam nhanh dia mau & 280gr trong 1 phat va dit 1én gia tir trong vong 2
phat. Chuyén 45uL dung dich trong cac giéng sang mot dia méi chuan bi.
Chuan bj hdn hop dung dich LNB1 (Library Normalization beads 1))/LNA1
(Library Normalization Additives 1)): Cho 24 mau: Str dung 1,1ml LNA1 va
200uL LNBI (dam bao ring da dugc tron déu). Cho 12 mau: St dung
550uL LNA1 va 100pL LNB1 (dam bao rang da duoc tron déu).
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Chuyén 45uL dung dich LNA1/LNB1 vao mdi giéng trén dia mdi, ki hiéu
LNP. Thém 20pL san pham PCR di tinh sach vao cac giéng di chua
LNAI/LNBI trén LNP. Pay nap dia va lac & 1800rpm trong 30 phut rdi
chuyén dia 1én trén gia tir trong 2 phut. Sau d6 loai bo dich néi trong cac
giéng, nhac plate ra khoi gia tir va tién hanh budéc rira voi LNW 1 (Library
Normalization Wash 1): Thém 45uL LNW1 vao mdi giéng da chtra mau.
Chu ¥ d6i dau cbn giira cac miu dé tranh nhiém chéo. Pay nap va lic ¢
1800rpm trong 5 phtt. Sau d6 ly tam nhanh & 280gr. Dt dia 1én trén gid tur
trong 2 phut. Loai bo dich néi trong cac giéng.

Nhic dia ra khoi gia tir ngay sau khi 13p lai budc ria trén thém 1 1an. Thém
30puL NaOH 0,1N vao cé4c giéng roi dong nap gia va lac & 1800rpm trong 5
phut. Sau d6 ly tam nhanh & 280gr roi ngay lap tic dat dia 1én trén gia tur
trong 2 phat. Trong IGc 1, chuan bj mot plate méi; va thém 25uL LNS1
(Library Normalization Storage Buffer 1) vao cac giéng. Chuyén 25uL
dich néi tir giéng trén LNP sang dia méi da chira LNS1. Tron déu va ly tam
¢ 280gr trong 1 phut.

Gidi trinh tw

Chuyén 5 pL tirng miu & céc giéng vao 1 6ng eppendorf 1.5ml méi ki hiéu
POOL. Chuyén 15uL thu vién DNA tir 6ng POOL sang mot ng PCR mai.
Thém 85uL HT1 vao 6ng PCR da chta 15puL thu vién DNA, tron déu sau
d6 ly tim nhanh. Chuyén 6ng DNA/HT1 trén vao u trén may PCR ¢ 96°C
trong 3 phut, 4°C trong 5 phut va giir & 4°C.

Thém 600 pL HT1 vao mot 6ng Eppendorf 1.5ml méi va bao quan trén da.
B6 sung 100uL thu vién d3 4 vao ong eppendorf chita 600uL HT1 da
chuan bi. Sau d6 chuyén toan b 700uL thu vién trén 1én khay cartridge
cua bo kit giai trinh tu va dua vao hé théng Miseq bat dau tién hanh giai

trinh tu.
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* Phdn tich dit ligu va két ludn két qua

Str dung phan mém BlueFuse Multi phién ban 4.4 (Illumina, Inc) phan
tich két qua tu dong. Pong thoi sir dung mot co so dit liéu chaa thong tin vé
hé gen cua con ngudi mGi nhat dé tham chiéu 1a BG-Annotation-Ens71-

20160909.db sau d6 nhém nghién ciru mai dua ra két luan cho ting két qua.
Panh gia chét lwong dir liéu sau phan tich théng qua cac chi sé caa ting

mau. Cac chi so nay déu phai dat tiéu chuan do6 chinh xac 99,999% (Q30).

Bing 2.9. Cdc tiéu chi dinh gid chit lirong sdn pham gidi trinh tw gen theo

Yéu cdu cua hang

Tiéu chi . .
Chi sé Gia tri toi wu Gia tri chap nhan
S6 lan doc 1.000.000 700.000
(Number of total reads)
S6 lan doc sau loc 500.000 250.000
(Number of reads after
filtering)
% Tong s6 lan doc sau loc >50 >35
(% of total reads after filtering)
Diém chat lugng trung binh >35 >30
(Average quality score- Qscore)
biém ghép cap trung binh >35 >30
(Average alignment score)
Chi s6 nhiu cua mau 0,2 <0,4
(Overall noise - DLR)
Do tin cay vung 1,0 >0,7
(Confidence)

Phan tich va két luan két qua giai trinh tu gen bang cach st dung phan
phdi Gauss (s6 lugng ban sao tir 0-4 va do léch chuan 1a 0,33) va gia tri

ngudng. Mdi biéu dd bién thé sd luong ban sao (Copy number variation-
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CNV) ciia NGS biéu thi cac phép gan sé lugng ban sao (0, 1, 2, 3 hoac 4) trén
truc Y va sb lwong NST trén truc X. Thura va thiéu NST duoc xem Ia su dich
chuyén cua cac dau cham o trén va dudi trang thai 2 ban sao (dwdng ngang

mau xanh 14 cdy tuong rng 2 ban sao).

* CAc tidu chi két lugn két qud gidi trinh tw gen bang kj thugt NGS

+ Binh thu chi két luan két (1,8-2,2).
+ Thém nhiém sic thé: sb ban sao >2,8.
+ MAt nhidm sic thé: sd ban sao <1,2.

+ Theo khuyén céo cua hang Illumina, can quan sat can than bién thé sb
lwong ban sao dé phat hién réi loan cau tric (nhimg thay doi >50% kich thudc
NST s& dugc két luan tu dong, nhitng thay doi nho can phan tich thi cong
theo khuyén céo); phét hién thé kham (sé lwong ban sao nam trong khoang
1,2-1,8 hoac/va 2,2-2,8); hoac nhiing thay d6i nho ban sao NST X /Y trong
biéu @6 CNV dé phat hién thé da boi [146].

* M@t sé biéu dé minh hea két qud gidi trinh t gen bang kj thugt NGS
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Biéu dé 2.5. Biéu dé CNV ciia mdu tam bai (69,XXY)
— Bwéc 5: Thuc hién téi wu quy trinh giai trinh tw gen
Str dyng thu vién DNA con lai cia 24 mau phdi bao chay bang bo kit
chay may khéac nhau (bang 2.10) dé c6 thé thuc hién quy trinh giai trinh tu
gen véi s6 luong mau nho hon nhiam ha gia thanh xét nghiém ma van dam

bao do chinh xac.
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Bdang 2.10. Cac bg kit chay mdy dé téi wu quy trinh gidi trinh tw gen

TT B0 kit chay may st dung S6 lugng miu
1 Miseq Reagent kit v2 Nano (300 cycles) 4 mau
2 Miseq Reagent kit v2 Micro (300 cycles) 8 mau
3 Miseq Reagent kit v2 Standard (50 cycles) 16 mau
4 Miseq Reagent kit V3 (150 cycle) 24 mau

Panh gia chat luong cac két qua khi chay 4 mau/llan, 8 mau/llan, 16
mau/1lan, 24 mau/lan théng qua cac tiéu chi chat luong dugc khuyén céo
(bang 2.9).

— Buwdc 6: Hoan thién quy trinh giai trinh tw gen

2.4.6.2. Danh gia dj chinh xac cua ky thugt NGS

% Chon dbi twong nghién ciu

— Luwa chon duoc 52 phdi nang (cua 13 bénh nhan IVF) theo tiéu chuan luya
chon va tiéu chuan loai tru.

— Nghién ctu vién tryc tiép cung cap théng tin nghién cau cho 13 cip vo
chdng bénh nhan IVF du tiéu chuan va cho cip vo chdng bénh nhan ki don
tinh nguyén tham gia nghién ciru néu ddng y hién phoi.

— Phong van 13 cap vo chong bénh nhan IVF dong y tham gia hién phdi dé
thu thap, ghi chép cac bién sé nghién ctu vao phiéu thu thap sé liéu: tudi,
tinh trang vo sinh, loai v6 sinh, thoi gian vo sinh, nguyén nhén voé sinh,
tién sir san khoa, tién st that bai I\VF.

% Thuc hién nghién ciu
— Buéc 1: Nhan 52 phdi nang dwoc hién

Ghi day du thdng tin caa phdi: sb thi tu, ma s6 phéi (ID), ma sb chu ky IVF.
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— Buwéc 2: Thuc hién sinh thiét phdi va rira té bao

Nghién ctu vién ghi ngay, gio sinh thiét, tén ki thuat vién sinh thiét va
rira té bao vao phiéu thu thap s6 liéu.

Sau sinh thiét va rira té bao, thu dugc 52 6ng PCR1 (chira té bao phdi) va
52 6ng PCR2 (chtra dung dich rira); chuyén vé phong xét nghiém DNA thuoc
B mén giai phau cua Hoc vién Quan Y. Ghi ngay, gid chuyén mau vao phiéu

thu thap so liéu.
— Bwoéc 3: Thuc hién quy trinh WGA

52 mau phdi bao va 52 mau dung dich rira sau khi duoc sinh thiét, ria
phoi dugc khuéch dai toan bo hé gen bang bo kit SurePlex DNA
Amplification System cua hang Illumina tai phong xét nghiém DNA thudc Bo
mon giai phau cua Hoc vién Quan .

Panh gia san pham WGA bang phuong phap do nong do DNA bing
Qubit. Ghi lai nong d6 DNA cta 52 mau phdi bao va 52 mau dung dich rira
vao phiéu thu thap sé liéu.

— Buwéc 4: Chuan bi thw vién

Sau khi WGA thanh c6ng, tao 52 thu vién DNA dé thyc hién sang loc réi
loan di truyén cho phdi bang ky thuat NGS (thuc hién tai Hoc vién Quan Y
Viét Nam) va 52 thu vién DNA dé thyc hién sang loc ri loan di truyén cho
phdi bang ky thuat aCGH (thuc hién ¢ Pai hoc Quéc gia Singapore).

— Buwéc 5: Thuc hién giai trinh tw gen bang ky thuat NGS

+ San pham WGA ctia 52 mau phéi bao duoc tién hanh giai trinh ty gen bang
k¥ thuat NGS (Next Generation Sequencing) theo quy trinh da hoan thién.
+ Danh gia cac két qua caa ki thuat NGS.
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— Bwéc 6: Thuc hién xét nghiém sang loc réi loan di truyén bang ky
thuat aCGH

Sau khi tao duoc 52 thu viéen DNA, nhom nghién cau giri mau sang
Singapore. Quy trinh k¥ thuat aCGH dugc thuc hién tai trung tim PGT Dai
hoc Quéc gia Singapore theo cac budc sau:
* Pdnh ddu DNA mdu phoi bao

DNA cua té bao phoi sau sinh thiét dugc WGA danh dau huynh quang
mau xanh 14 cdy, sau d6 duogc tron 1an (1:1) vi DNA binh thuong tham chiéu
duoc dan nhan mau do.
* Lai Véi cdc DNA do dgc higu

DNA d3 dugc danh dau cho tiép xdc véi chip DNA. Cac doan DNA nay
sé lai voi cac doan do tuong tng trén con chip (24Sure-BlueGnome) va dugc

1 qua dém trong phong am.
* Rura sau lai

Sau khi lai, chip DNA duoc rira theo thir tu cac budc sau: 10 phut ¢
dung dich 2x SSC/0,05% Tween-20 & nhiét do khoang 25°C, 10 phit ¢ dung
dich 1x SSC & nhiét @6 25°C, 5 phat trong dung dich 0,1x SSC & nhiét do
59°C, 1 phat trong dung dich 0,1x SSC & nhiét do 25°C.

* Quét hinh dnh

Sau khi rtra, chip DNA duoc lam kho trong 3 phit va duoc dua vao
may quét microarray (microarray scanner) dé do lwong huynh quang mau do
va xanh 1a cay (ing véi mdi vi tri trén con chip
* Phan tich dé lidu va doc két qud

Hinh anh thu duoc s& dugc phan tich bang phan mém chuyén dung
Bluefuse (BlueGnome, UK) cho aCGH.
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MJi biéu d6 ciia aCGH biéu thi cac phép gan ti s6 log, cta cudng do bt

mau huynh quang gitra mau phdi bao/ mau ddi ching trén truc Y (-2; -0,4; 0;

0,4; 2) va sb luong NST trén truc X. Log, giit vai tro trung tam, véi gia tri

bang 0. Néu cuong do cua huynh quang bang nhau trén mot dau do (log, = 0)

thi mau phdi bao c6 sé lwong DNA bing mau dbi chang, két luan két qua

binh thuong; Néu ¢ ty 1é mau xanh: mau dé bi thay doi, diéu nay cho thay sy

méat hoic taing DNA ctia mau phdi bao tai viing genom cu thé do.

* Tiéu chi két lu@n két qud ciia aCGH

+

Binh thuong: log, (phoéi bao/ching) = 0,0;

Thém nhiém sic thé: log, (phdi bao/chang) sé ban sao > 0,3;

Mat nhiém sic thé: log, (phoi bao/chiing) s6 ban sao < -0.3;

Truong hop méat doan ban hop tir (hemizygote deletion): log, (phdi
bao/chtng) = log, (1/2) = -1;

Truong hop nhan doan (duplication): log, (phéi bao/ching) = log, (3/2)
=0,99;

Truong hop nhan doan dong hop tir (homozygous duplication): log,
(phdi bao/chtng) = log, (4/2) = 1;

Khong két luan két qua: log, (phdi bao/chiing) <3 x SD hoic/va ty 18
doc £ 0,3 logs,.

— Bwéc 7: Trung tam Xét nghiém di truyén trwéc lam té, Pai hoc quéc

gia Singapore két luan két qua va giri vé Viét Nam.
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* Biéu dé minh hea két qud cia kj thugt aCGH
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Biéu dé 2.8. Biéu dé ti s6 log, ciia mdu c6 c6 bé NST bdt thwong
48,XY,+13, +16

— Budrc 8: So sanh két qua NGS véi két qua aCGH
+ Dua vao d6 dong thuan dé tién hanh tinh toan d6 nhay va do dac hiéu ki

thuat NGS.

+ KEét luan d6 chinh xac cua ky thuat NGS

2.4.6.3. Pdnh gid két qui sang loc phéi trude 1am té bang ky thuit NGS

— Tién hanh phan tich két qua ciia 52 phoi da duoc giai trinh tu gen bang ky
thuat NGS:

+

+

+

+

+

Ty & phéi bat thuong.

Tan suét rdi loan cac NST.

Mirc do rdi loan cac NST.

MGi lién quan tudi me va ty 1é phoi binh thuong.
MGi lién quan tudi me va ty Ié phoi bat thuong.

— Két luan kha nang ung dung ciia NGS trong sang loc réi loan NST cua
phdi I\VF.
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Sinh thiét phai va
rira té bao phéi

Muc tiéu 1 Muc tiéu 2 Muc tiéu 3

A . Danh gia doé chinh DPanh gia bwéc dau két qua
Hoan thién quy trinh L. - — . . . a2z

Ky thuat NGS Xac cua ky thuat NGS sang loc phoi trwé'e lam to

: so v&i ky thuat aCGH bang ky thuat NGS

Doi twong nghién ciru Déi tweng nghién clru

24 phéi nang 52 phéi nang

! l

Sinh thiét phéi va rira té bao phéi

|

l

24 mau phéi bao
24 mau dung dich rira

|

52 mau phdi bao
52 mau dung dich rira

Hoan thién quy trinh
khuéch dai hé gen

l

Khuéch dai hé gen

|

Hoan thién quy trinh
giai trinh tw gen bang
NGS

|

Toi wu héa quy trinh
giai trinh tw gen béang
NGS bang kit chay
mau nho

e g

| |
Thyc hign xét Thue hién xét
nghigm béng nghiém bang NGS
aCGH (Singapore) (Viét Nam)
|| So !
Kétqua aCGH | s:zth ﬁ Két qua NGS
qua

v

So do 2.1. So do quy trinh nghién cizu
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2.5. Phwong phap xir Ii s6 liéu

X/

< Sb litu duge nhap vao h¢ théng co so dir liéu béng cach ma hoa cho tung
bénh nhan, timg phdi va luu trong file dudi dang file Excel.

% Sb liéu dugc phan tich bang phan mém STATA 12.0.

% Céc biéu do cua nghién ctru duoc vé trén chuong trinh Excel 2010.

* Dé tai st dung céc thuat todn vé phan tich théng ké mé ta, théng ké suy

luan, danh gia do chinh xac va phan tich twong quan (cac thuat toan co y
nghia thong ké khi p<0,05). Trong do:

- Théng ké mo ta ddi véi bién dinh tinh duoc thyc hién thong qua dudi
dang tan sb va ty Ié phan trim, dang d6 tap trung (trung binh, trung vi) va
d6 phan tan (bién do, d léch chuan, phuong sai) v6i cac bién dinh luong.

- Test kiém dinh: st dung Chi-square test (x?) dé so sanh hai hay nhiéu
ty 18. Fisher test d6i voi s6 liéu c6 tan sé mong doi <5.

- Panh gia d6 chinh xac cua phuwong phap xét nghiém bang céc thdng sb:
Do nhay (Sensitivity - Se), d6 dic hiéu (Specificity - Sp), Gia chi chan
doan duong (Positive Predictive Value - PPV) va gia tri chan doan am

tinh (Negative Predictive Value - NPV) vdi cac tinh nhur sau:

Bding 2.11. Cach tinh Se, Sp, PPV, NPV

Két qua aCGH
) Bit thudng Binh thuong Tong sd
Két qua NGS
Bét thuong a b a+b
Binh thuong C d c+d
Tong s6 a+c b+d atrb+c+d
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+ Se = a/atc (s6 phodi bat thuong ciia NGS trong nhom phoi bat
thuong cia aCGH).

+ Sp = d/b+d (s6 phoi binh thuong ciia NGS trong nhom phdi binh
thuong cia aCGH).

+ PPV = a/a+b (s6 phoi bat thuong cua aCGH trong nhém phdi bat
thuong ctia NGS).

+ NPV = d/c+d (s6 phéi binh thuong cta aCGH trong nhém phoi
binh thuong cua NGS).

- Xac dinh twong quan, lién quan giita c4c bién dinh lugng qua hé s6 twong
quan va hdi quy tuyén tinh. Sir dung hé sb tuong quan Pearson r dé danh

gia méi tuong quan gitra cac bién dinh lwong ¢ phan phéi chuan,

Hé so twong quan r c¢6 gia tri (-1) — (+1), r >0 twong quan la dong

bién, r <0 twong quan 13 nghich bién.
+ 1<0,3: trong quan yéu.
+ 0,3<r<0,5: tuong quan trung binh.
+ 0,5< r<0,7: twrong quan chat.
+ r>0,7: tuong quan rat chit.

- P4i véi phan tich hdi quy tuyén tinh: xay dung phuong trinh toan hoc
thé hién méi quan hé giita 1 bién sé dinh lugng véi mot hay nhiéu bién
khac (bién doc lap): Y =a +bxl + cx2 +dx3 + ...

+ Y: bién sb phu thudc (1a bién dinh luong, phan b chuan)
+ X: bién doc 1ap (c6 thé 1a bién dinh lugng hoic dinh tinh)
+ a: hang s6

+ b, c,d:hésd
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2.6. Sai s6 va khéng ché sai s6

Tat ca cac thong tin can thiét cho nghién ctru déu duoc thu thap va ghi
chép trong mot biéu mau nghién ctu, nghién ciu vién chiu trach nhiém
cap nhat thong tin tir [Gc bat dau dén khi két thic nghién cau.

Nghién ctu vién truc tiép hoi bénh nhan, truc tiép tham gia thuc hién ky

thuat trong phong lab, thu thap, quan ly, xt Iy sé liéu.

2.7. Van dé dao dic trong nghién cieu

Nghién ctru nay chi nham muc dich nang cao chét luong cua diéu tri IVF

ma khong nham bat cir mot muc dich nao khac.

Trude khi tién hanh nghién ctu, cac dbi twgng nghién ciru dugc nghe
thong bao vé muc dich nghién ctiu, quyén loi va trach nhiém khi tham gia
nghién cuu.

Cac thong tin riéng lién quan téi d6i twong nghién ctiru dugc gitr kin.

Cac d6i tuong nghién ciu c6 nhu cau diéu tri, chan doan hoan toan ty
nguyén, khdng lua chon giai tinh trude sinh.

Péi tuong duoc doc ki va ky cac vin ban cung cap thdng tin vé nghién
ctru cho d6i twong nghién ciu trude khi tham gia, ban thao thuan tham gia
nghién ctu, phiéu déng y tham gia.

Nghién ciru nay thudc dé tai Qubc gia “Nghién ctu ting dung ky thuat giai
trinh tu gen thé hé mai trong sang loc réi loan NST trudc chuyén phoi™;
thugc chuong trinh nghién ctru tng dung va phat trién cong nghé tién tién
phuc vu bao vé va chiam soc suc khoe cong dong; Ma sé: KC.10/16-20.
Khi thuc hién dé tai nay, ching t6i da duoc sy dong y cua Hoi dong y dic
trong nghién ciru y sinh hoc va cam két thuc hién dung cac nguyén tic cia

co s& nghién cuau.
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Hoan thién quy trinh sang lec réi loan 24 NST biang ky thuat NGS
trén té bao phai IVF

3.1.1. Két qua quy trinh khuéch dai hé gen tir té bao phoi

3.1.1.1. Pdnh gid két qua khuéch dgi hé gen bang dién di

(1 @ 3 (5 C6,.07 €8 (9 C10 C11 €12 NC PC Mikb | €13 C14 €15 C16 C17 €18 €19 €20 €1 €22 (23 €4 NC  PC Mikb

H 1
2 A

T

B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bi1 Bi2 NC PC Mikb B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 NC PC Mikb

Hinh 3.1. Két qua dign di
C (mau phdi bao); R (mdu dung dich riza); NC (Mdu déi ching am:
khong c¢6 bang san pham); PC (Mdu doi chitng dwong: bang san phdam rd);
M1kb (Thang chudn DNA 1kb)
Nhdgn xét: Két qua dién di trén gel agarose cho thiy ca 24 mau té bao
phdi tir C1 - C24 sau khi WGA déu xuat hién bang san pham, ca 24 mau dung
dich (R1 - R24) rira d¢éu khdng xuat hién bang san pham.
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Bdng 3.1. Pdanh gid két qud dién di

Két qua dién di Xuit hién Khéng xuat hién

bing san pham bing san pham

Mau dién di n % n %
Mau té bao phoi 24 100 0 0,0
Mau dung dich rira 0 0,0 24 100

Nhgn xét: Két qua dién di trén gel agarose cho thay 100% cac mau té bao
phdi sau khi WGA déu xuét hién bang san pham, 100% mau dung dich ria

déu khdng xuat hién bang san pham.
3.1.1.2. Pdnh gid két qua khuéch dgi hé gen qua néng dé DNA

Bdng 3.2. Nong dé DNA do bang Qubit

Nong @ DNA (ng/uL) _
3 X+SD MIN-MAX
Miu WGA
M4u té bao phoi 48,6 +19,0 27,3-87,4
Mau dung dich rira 0,4+0,2 0,1-0,7

Nhgn xét: Nong do DNA trung binh sau khi WGA cua 24 mau té bao
phdi 12 48,6 + 19,0 ng/pL, mau té bao phéi cd nong dd6 DNA thap nhat 1a 27,3
ng/uL, mau c6 nong 6 DNA cao nhat 1a 87,4 ng/L.

Nong d6 DNA trung binh cua 24 mau dung dich ria 12 0,4 + 0,2 ng/pL,
trong d6 mau c6 nong d6 DNA thap nhat 12 0,1 ng/pL va mau c6 nong do
DNA cao nhat 12 0,7 ng/uL.
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Bing 3.3. Pdanh gid chit lwong néong dp DNA sau WGA 24 mdu

Mau WGA | Mau té bao phdi | MAu dung dich rira
s n P n %
Ndng do DNA (ng/ul ° °
<10 0 0,0 24 100
>25 24 100 0 0,0
Tong 24 100 24 100

Nhin xét: 100% cac mau té bao phoi sau WGA déu dat ndng do DNA
16n hon 25 ng/pL va 100% cac mau dung dich ria ¢6 ndng d6 DNA nho hon
10 ng/uL.

3.1.2. Két qua quy trinh giai trinh tw gen bang NGS

3.1.2.1. Pdnh gié két qud gidi trinh tz theo cac théng sé ky thudt yéu cdu

Run Folder: | D \lllumina\MiSegAnalysisi180406_NM04313_0045_000000000-BPMP6 U m m

Analysis |Imaging | Summary | Indexing |
Status
Extracted: 52 Called: 52 Scored: 52

QScore Distribution
0000-BPMPS All Lanes

00000
) 4 7ol >=Q30

1.1G
All 98.0%

2
7

aoaf

Q Score

Hinh 3.2. Chdt Iweng di# liéu gidi trinh tw trén may Miseq
(ngay 06/04/2018)
Nhdn xét: Khi thuc hién quy trinh giai trinh tu gen thé hé méi, két qua
dat 1,1 Gb diu ra véi do chinh xac 99,999% ( >Q30).
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Bing 3.4. Panh gia chdt lwong két qua gidi trinh fw gen

) Pat Khong dat
Céac tiéu chi
n % n %
S6 lan doc
24 100% 0 0%
(700.000 - 1.000.000)
S6 lan doc sau loc
) 24 100% 0 0%
(250.000/mAu)
% Tong so lan doc sau loc
24 100% 0 0%
(>35)
Piém chat luong trung binh
24 100% 0 0%
(>30)
biém ghép cap trung binh
Jnep cp J 24 100% 0 0%
(>30)
Chi sb nhiéu caa mau (<0,4) 24 100% 0 0%
Do tin cay vung (>0,7). 24 100% 0 0%

Nhgn xét. Khi thyc hién giai trinh tuw gen 24 mau phoi bao theo bo kit
MiSeq Reagent Kit — PGS, két qua 1a ca 100% mau déu dat tong sb 1an doc 1a
>700.000, tong sd lan doc tbi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém chat
luong trung binh 1a >30, diém ghép cip trung binh >30, diém vé do nhiéu cua
mau khong vuot qua 0,4 va do tin cdy cla ving khuéch dai cia mdi NST dat

>0,7.
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3.1.2.2. Két qud gidi trinh tw gen

Bdang 3.5. Két qud gidi trinh twr gen cho 24 mdu

Pic diém phoi So lwong | Ty 18 (%)
Phoi binh thuong | S§ phéi khong rdi loan
11 458 | 458
(n=11) NST

S6 phoi roi loan 1 NST 3 12,5
54,2

(n=13) S6 phoi réi loan >3 NST 3 125

S6 phoi thé kham 1 4,2

Téng 24 100

Nhgn xét: Trong 24 phdi thuc hién giai trinh tu gen c6 11 ph6i binh
thuong (chiém 45,8%) va 13 phdi bat thuong chiém (54,2%), trong d6 chi
yéu la bat thuong vé sb luong NST, va réi loan 2 NST gip nhiéu nhét (chiém
25%), thé kham gip it nhat (chiém 4,2%).

Mot s6 két qua gidi trinh ty gen ctia 24 phoi nang dugc minh hoa dudi
day, trong d6 phoi c6 24 NST binh thuong (biéu d6 3.1), phoi bt thuong sb
luong NST s6 22 (biéu do 3.2) va thé kham (biéu d6 3.3).



Copy Number

Copy Number

Copy Number

00

78

400
360
320
280

119 ‘

079
030

$ K o 5 2 ¢ » § K 2 £
Chromosomal Position
Biéu dé 3.1. Biéu dé CNV ciia phoi sé 3. Khong co réi loan NST
(Karyoyyp: 46,XX)

110

I

\‘Q $ \'0 $ ‘\9 °.’°' ,f' 09,(\ fi\b .{’Q
N N

Y

7z

Chromosomal Position
Biéu dé 3.2. Biéu dé CNV ciia phdi sé 8. Léch bgi NST s6 22
(Karyotyp: 47,XX,+22)
400
360
320
280
240

7L K
T e et S,

119

0798 2 s

039

>
%
=,
R
s
*e

) )
N ,@ \'i\ 3 ‘\9 & &
I\

7z

Chromosomal Position
Biéu do 3.3. Biéu dé CNV cia phoi sé 19. Thé kham
(Karyotyp: 47,XY,+12/45,XY,-7,-21,-22,+2,+12)



79

3.1.3. Két qua qua trinh tdi wu quy trinh giai trinh tw gen bing cac kit
chay miu nhé

Sau khi chuan hoéa quy trinh theo bo kit MiSeq Reagent Kit — PGS (tdi
da 96 mau), ching t6i tiép tuc thuc hién tdi wu héa quy trinh giai trinh tu
nham chay trén bo Flowcell nhé hon, sé lwong mau it hon trén 1 1an chay.
Diéu nay s& gilp co thé tra két qua sang loc phdi nhanh nhat va tiét kiém nhat,
khac phuc tinh trang tra két qua cham do gom mau cho du mot mé chay.
3.1.3.1. Két qui chay trén bé kit Miseq Reagent kit v2 Nano (4 mau/ 1
I4n chay)

Bdng 3.6. Pdanh gid chdt lwong Két qua gidi trinh tw gen bang bé kit Miseq
Reagent kit v2 Nano

Tiéu chi Gia tri
sau giai n
Chi sb trinh tw Dat Khong dat
gen
S6 lan doc
: >7 . 0) )
(Number of total reads) 00.000 " & " &
S6 lan doc sau loc
‘ ) e >250.000 | 4 | 100% | O | 0,0%
(Number of reads after filtering) ° ’
% Tong so6 lan doc sau loc
‘ . >35 4 | 100% | 0 | 0,0%
(% of total reads after filtering) ° °
biém chat lu’q.ng trung binh 530 4 | 100% | 0 |0,0%
(Average quality score- Qscore)
Piém ghép ci inh
iem ghep cap trung bin >30 4 | 100% | 0 |0,0%
(Average alignment score)
Chi s6 nhiéu cua mau
. <0,4 4 | 100% ,0%
(Overall noise - DLR) 0 00% 1 0 0.0%
Do tin cay vung
e >0,7 4 | 100% | 0 |0,0%
(Confidence) ’ ’

Nhdn xét. Khi thyc hién giai trinh tw gen 4 mau phdi bao bang bo kit Miseq
Reagent kit v2 Nano, két qua 1a 100% mau déu dat tong sb 1an doc 1a >700.000,
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té)ng s6 1an doc t6i thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém chat lugng trung binh

la >30, diém ghép cap trung binh >30, diém vé d6 nhiéu ctia miu khong vuot

qua 0,4 va do tin cay cua vung khuéch dai ciia mdi NST dat > 0,7.

Sample QC measures
QC Status: Pass
Average quality score: 36.1
Average alignment score: 351
Number of total reads: 1733886
Number of mapped reads: 1384329
Number of reads after filtering: 995937
Overall noise (DLR): 0.15
Results
Summary result Normal
Chromosome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
Detailed result Imbalances
Confidence 1.0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
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Hinh 3.3. Hinh d@nh minh hoa cdc théng sé chay va biéu do CNV ciia mdu
dat yéu cau khi gidgi trinh tz gen bang kit Miseq Reagent kit v2 Nano

Sé lan doc (Number of total reads) 1.733.886 (>700.000); Sé ldn doc sau loc
(Number of reads after filtering) 995.937 (>250.000); % Téng sé lan doc sau
loc (% of total reads after filtering) 995.937/1.733.886 = 57,44% (>35%);
biém chdt lwong trung binh (Average quality score- Qscore) 36,1 (>30);
biém ghép cgp trung binh (Average alignment score) 35,1 (>30); Chi s¢
nhiéu ciia mau (Overall noise - DLR) 0,15 (<0,4). Karyotyp: 46,XY
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3.1.3.2. Két qui chay trén bg kit Miseq Reagent kit v2 Micro (8 mau/l
I3n chay)
Bdang 3.7. Pdnh gid chdt lwong Két qua gidi trinh tw gen bang bé kit Miseq
Reagent kit v2 Micro

Tiéu chi Giatri
sau giai .
Chi sb tl“lnl’? tu Dat Khong dat
gen
S6 lan doc >700.000 | n % n %
(Number of total reads)
S6 lan doc sau loc >250.000 | 8 | 100% | 0 | 0,0%
(Number of reads after filtering)
% Tong so lan doc sau loc >35 8 | 100% | 0 | 0,0%
(% of total reads after filtering)
Piém chat lugng trung binh >30 8 | 100% | 0 | 0,0%
(Average quality score- Qscore)
Diém ghép cip trung binh >30 8 | 100% | O | 0,0%
(Average alignment score)
Chi s6 nhiéu cua mau <0,4 8 | 100% | 0 | 0,0%
(Overall noise - DLR)
Do tin cay vung >0,7 8 |100% | 0 | 0,0%
(Confidence)

Nhdn xét: Khi thuc hién giai trinh tu gen 8 mau phéi bao bang bo kit
Miseq Reagent kit v2 Micro, két qua 1a 100% mau déu dat tong sb 1an doc
14 >700.000, tong sb 1an doc tdi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém
chét lugng trung binh 1a >30, diém ghép cap trung binh >30, diém vé do
nhiéu ctia mau khong vuot qua 0.4 va do tin cay ctia vung khuéch dai cua

mdi NST dat > 0,7.
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Sample QC measures

QC Status: Pass
Average quality score: 364
Average alignment score: 459
Number of total reads: 849394
Number of mapped reads: 658862
Number of reads after filtering; 359581
Overall noise (OLR): 0.24
Results

Summary result Normal

Chromosome 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 20 22 X Y
Detailed result [mbalances
Confidence 0.9 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.9 0.9 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.9 0.9 0.99 0.99 0.96 0.98 0.99 0.9 0.98 0.99 1.00

‘ o 4
Eub e P AN e T e

Copy Number
2
=

Chromosomal Position

Hinh 3.4. Hinh d@nh minh hoa cdc théng sé chay va biéu do CNV ciia mdu

dat yéu cau khi gidi trinh tze gen bang kit Miseq Reagent kit v2 Micro.

Sé ldn doc (Number of total reads) 849.394 (>700.000); Sé lan doc sau loc
(Number of reads after filtering) 359.581 (>250.000); % Tong sé lan doc sau
loc (% of total reads after filtering) 359.581/849.394 = 42,33% (>35%);
biém chat lwong trung binh (Average quality score- Qscore) 36,4 (>30);
biém ghép cgp trung binh (Average alignment score) 45,9 (>30); Chi so
nhiéu cia mdu (Overall noise - DLR) 0,24 (<0,4). Karyotyp: 46,XX.
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3.1.3.3. Két qud chay trén bg kit Miseq Reagent kit V2 Standard (16 mdu/l
lan chay)

Bdng 3.8. Pdnh gid chit lwong Két qua gidi trinh tw gen bang bé kit Miseq
Reagent kit v2 Standard

Tiéu chi
Gia tri
Chi so :fll;g Ital.:’ Pat Khong dat
gen

S6 lan doc >700.000 | n % n | %
(Number of total reads)
S6 lan doc sau loc >250.000 | 16 | 100% | O | 0,0%
(Number of reads after filtering)
% Tong so6 lan doc sau loc >35 16 | 100% | O | 0,0%
(% of total reads after filtering)
Piém chat lugng trung binh >30 16 | 100% | 0 | 0,0%
(Average quality score- Qscore)
Diém ghép cip trung binh >30 16 | 100% | 0 | 0,0%
(Average alignment score)
Chi s6 nhiéu cua mau <0,4 16 | 100% | O | 0,0%
(Overall noise - DLR)
Do tin cay vung >0,7 16 | 100% | 0 | 0,0%
(Confidence)

Nhdn xét: Khi thuc hién giai trinh tu gen 16 miu phdi bao bang bo kit
Miseq Reagent kit v2 Standard, két qua 1a 100% mau déu dat tong s6 lan
doc 1a >700.000, tong s 1an doc téi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém
chét lugng trung binh 1a >30, diém ghép cap trung binh >30, diém vé do
nhiéu cua mau khong vuot qua 0,4 va do tin cdy caa ving khuéch dai cia

mdi NST dat > 0,7.
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Sample QC measures

QC Status: Pass
Average quality score: 3.3
Average alignment score: 33
Number of total reads: 1523971
Number of mapped reads: 1248578
Number of reads after filtering: 947509
Overall noise (DLR): 0.18
Results

Summary result Abnormal: -8, -13

Chromosome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
Detailed result [mbalances L L
Confidence ~ 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
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Hinh 3.5. Hinh d@nh minh hoa cdc thong sé chay va biéu do CNV ciia mdu
dat yéu cau khi gidi trinh te gen bang kit Miseq Reagent kit v2 Standard.

S lan doc (Number of total reads) 1.523.971 (>700.000); Sé lan doc sau loc
(Number of reads after filtering) 947.509 (>250.000); % Téng sé lan doc sau
loc (% of total reads after filtering) 947.509/1.523.971 = 62,17% (>35%);
biém chdt lwong trung binh (Average quality score- Qscore) 36,3 (>30);
Piém ghép cap trung binh (Average alignment score) 35,3 (>30); Chi s¢
nhiéu ciia mau (Overall noise - DLR) 0,18 (<0,4). Karyotyp: 44, XY,-8,-13.
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3.1.3.4. Két qud chay trén bg kit Miseq Reagent kit V3 (24 mdu/1 lan chay)

Bdng 3.9. Pdnh gid chdt lwong két qua gidi trinh tw gen bang bé kit Miseq

Reagent kit V3
Tiéu chi Gis o
la tri sau gial A
Chi s tr‘lnﬁ ty gegn Dat Khong dat
S6 lan doc >700.000 n % n | %
(Number of total reads)
S6 lan doc sau loc >250.000 24 | 100% | 0 | 0,0%
(Number of reads after
filtering)
% Tong so6 lan doc sau loc >35 24 [ 100% | O | 0,0%
(% of total reads after
filtering)
Piém chat lugng trung binh >30 24 [ 100% | O | 0,0%
(Average quality score-
Qscore)
Piém ghép cap trung binh >30 24 [ 100% | 0 | 0,0%
(Average alignment score)
Chi s6 nhiéu cua mau <0,4 24 | 100% | 0 | 0,0%
(Overall noise - DLR)
Do tin cay vung >0,7 24 | 100% | 0 | 0,0%
(Confidence)

Nhin xét. Khi thyc hién giai trinh tu gen 24 mau phoi bao bang bo kit

Miseq Reagent kit V3, két qua 1a 100% mau déu dat téng s6 lan doc 1a
>700.000, tong s6 1an doc téi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém chat

luong trung binh 1a >30, diém ghép cdp trung binh >30, diém vé d6 nhiéu

cua mau khong vuot qua 0,4 va do tin cay cua vung khuéch dai ciia moi

NST dat > 0,7.
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Sample QC measures

QC Status: Pass
Average quality score: K1
Average alignment score: 35
Number of total reads: 1226181
Number of mapped reads: 1042970
Number of reads after filtering: 823615
Overall noise (OLR): 0.7
Results

Summary result Normal

Chromosome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
Detailed result [mbalances
Confidence 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

o gttt I et A e i U i ot
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Hinh 3.6. Hinh d@nh minh hoa cdc théng sé chay va biéu do CNV ciia mdu

dat yéu cau khi gidi trinh tze gen bang kit Miseq Reagent kit V3.

So lan doc (Number of total reads) 1.225.181 (>700.000); Sé lan doc sau loc
(Number of reads after filtering) 823.615 (>250.000); % Taong sé lan doc sau
loc (% of total reads after filtering) 823.615/1.225.181 = 67,22% (>35%);
biém chat lwong trung binh (Average quality score- Qscore) 35,7 (>30);
biém ghép cgp trung binh (Average alignment score) 35,5 (>30); Chi s¢
nhiéu ciia mau (Overall noise - DLR) 0,17 (<0,4). Karyotyp: 46,XY.
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3.2. Panh gia d6 chinh xac caa ky thuat NGS so véi ky thuat aCGH trong

sang loc réi loan 24 nhiém sic thé trén té bao phoi
Nghién ctu thuc hién trén 52 mau phoi bao.
3.2.1. Két qua dinh lwong DNA

Bdng 3.10. Néong d¢ DNA do bang Qubit

Nong d DNA (ng/uL _
. B (hgb) X+SD MIN-MAX
MAiu WGA
Mdu té bao phoi 70,25 + 21,15 36,8-102
Mdu dung dich ria 0,43+0,18 0,1-0,8

Nhgn xét: Nong do DNA trung binh sau khi WGA cua 52 mau té bao
phdi 12 70,25 + 21,15 ng/pL, mau té bao phdi c6 nong d6 DNA thap nhit 36,8
ng/pL, mau c6 nong 6 DNA cao nhat 1a 102 ng/pL.

Nong d6 DNA trung binh cua 52 mau dung dich ria 1a 0,43 + 0,18
ng/pL, trong d6 mau ¢ ndong d6 DNA thap nhét 1a 0,1 ng/pL va mau c6 ndng
d6 DNA cao nhat 14 0,8 ng/pL.

Bdng 3.11. Pdnh gid chit lwong néng dé DNA sau WGA 52 mdu

MAiu WGA | Mau té bao | MAu dung dich rira
Nong do DNA (ng/uL n % n %
<10 0 | 00 52 100
>25 52 | 100 0 0,0
Tong 52 | 100 52 100

Nhin xét: Ca 52 mau té bao phoi sau WGA déu dat ndong d6 DNA 16n
hon 25 ng/pL va 100% cac mau dung dich rira ¢d nong do DNA nho hon
10 ng/pL.
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3.2.2. Két qua xét nghiém cia ky thuat NGS va k§ thuat aCGH

Sau khi WGA thanh cong, tao duoc 52 thu vién DNA dé thuc hién giai
trinh tu gen bang k§ thuat NGS tai Hoc vién Quan Y va 52 thu vién DNA gt
sang Singapore dé thyc hién bang aCGH. S6 mau duoc két luan két qua bang

2 ki thuat NGS va aCGH dugc thé hién ¢ bang 3.9.

Bdng 3.12. Két lugn két qua bang NGS va aCGH

NGS aCGH
Tiéu chi
n % n %
Tong s6 mau 52 100 52 100
Két luan két qua 52 100 48 92,3
Khong két luan két qua 0 0 4 7,7

Nhin xét: Véi NGS, ca 52 mau déu c6 két luan két qua trong khi d6 véi
aCGH chi co 48 két luan két qua, con 4 mau phoi khong két luan dugc 14 phoi
binh thuong hay bat thuong, chiém 7,7%.

Duéi day 1a 4 biéu do ti s6 log, cua aCGH cua 4 phdi khong duoc két
luan két qua, tuong Gng voi 4 biéu d6 CNV cia NGS c6 két luan két qua:
phoi s 1 (biéu dd 3.4 - 3.5), phoi sb 14 (biéu dd 3.6 - 3.7), phdi s6 21 (biéu
d6 3.8 - 3.9) va phoi s6 50 (biéu db 3.10 - 3.11).
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Biéu dé 3.9. Biéu dé CNV cia phdi sé 21
NGS két lugn Karyotyp: 46,XY/46,XY,+19s(q13,123,q13.142) 22,4Mb
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Biéu do 3.11. Biéu dé CNV cia phoi sé 50

NGS két lugn Karyotyp: 46,XY,-15,+21/40,XY,-1,-5,-7,-8,-12,-15,-18,+21
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3.2.3. Danh gia d¢ chinh xac cia NGS
Sau khi giai trinh ty gen bang k¥ thuat NGS va aCGH, vi aCGH khéng
két luan két qud cho 4 phdi nén ching toi chi str dung 48 két qua ma ca 2 ky

thuat cuing két luan dé so sénh.

Bing 3.13a. So sanh sw twong dong vé két lugn két qud ciia ky thudt NGS
va ky thudt aCGH 6 48 phéi

Nhgn xét: Trong 48 két qua thu duoc tir ca 2 ki thuat, su két luan vé bt
thuong sé cap NST, két luan thira thiéu NST la gidng nhau.
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Bdng 3.13b. Pdanh gid dé chinh xac cua ky thugt NGS

Céc thong so Két qua NGS = Két qua aCGH
Tong sé phdi sang loc 48 48
S6 phéi binh thwong (&m tinh that) 31 31
S6 phoi léch bdi (dwong tinh that) 17 17

S6 phoi bat thuwong nhung dwoc

két luan binh thwong (4m tinh gia) 0 0

S6 phai binh thuwong nhung két

luan bat thwong (dwong tinh gia) 0 0
P nhay 100%
Do dac hiéu 100%
Gia tri tién doan duwong 100%
Gia tri tién doan Am 100%

Nhgn xét: trong 48 két qua phoi phan tich bang ki thuat NGS, c6 31
phdi cd két luan binh thuong, 17 phoi co két luan léch boi NST. Ty 1é am tinh
gia va duong tinh gia cia NGS déu bang 0. Nhu vay, do nhay, do dic hiéu,

gid tri tién doan am, gia tri tién doan duong cua k¥ thuat NGS la 100%.
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* Mét sé hinh d@nh so sanh sw twong déng két qud cia 2 ky thudt aCGH
va NGS
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Biéu do 3.13. Biéu dé CNV cia phoi sé 11
NGS két lugn Karyotyp: 46,XX
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Biéu dé 3.15. Biéu @6 CNV cia phdi sé 20
NGS két lugn Karyotyp: 48,XY,+3,+6
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3.3. Panh gia két qua sang loc phdi trudc 1am to biang ki thuat NGS
3.3.1. Pic diém bénh nhan hién phoi

Bdng 3.14. Pdc diém bénh nhan

Dic diém bénh nhan X+SD MIN-MAX
Do tudi trung binh 35,08 5,17 24-44
S6 chu ky IVF da thuc hién 1,2+0,8 1-3

Nhan xét: Tuoi trung binh cua bénh nhan tham gia hién phai la 35,08 +
5,17, bénh nhan tré nhat 24 tudi, bénh nhan nhiéu tusi nhét 1a 44 tudi. S6 chu
ky IVF da thuc hién trung binh caa nhém bénh nhén nay la 1,2 + 0,8, nguoi

thuc hién nhiéu nhat 1a 3 chu ky.

Bdng 3.15. Péc diém vo sinh ciia bénh nhan

Pic diém vo sinh n % | Tong
VSI 5 38,5
Loai v0 sinh 13
VSII 8 61,5
" Do vo 6 46,1
Cac nguyén nhén ga .
| )A/ _ o Do chong 5 385 | 13
vO sinh
Khong rd nguyén nhan 2 15,4
Khéng 0 0,0
Tién sir I\VF that bai : 13
Co 13 | 100

Nhan xét: Cé 13 bénh nhan tham gia nghién ctru, trong d6 c6 61,5% la
v sinh 11, nguyén nhan vd sinh do vo 1a cao nhat chiém 46,1%. Ca 13 trudng

hop déu da that bai trong cac chu ky IVF trudc do.
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3.3.2. Pic diém bat thwong NST ciaa phoi

Biéu d6 3.16. Ty |é bét thuwong NST
Nhgn xét: Trong 52 phéi c6 31 phéi binh thuong chiém 59,6% va 21
phdi co réi loan NST chiém 40,4%.

 Phoi rdi loan s6 luong NST
M Phoi roi loan ciu tric NST

4 Phoi ¢o6 ca roi loan cau tric va
s0 luong NST

Biéu dé 3.17. C4c loai bdt thwong NST ¢ phoi
Nhgn xét: Trong 21 phdi bat thuong, ¢d 17/21 phéi bi réi loan sb luong
NST, 2/21 phéi bi rdi loan cau tric va 2/21 phéi vira rdi loan sé luong vira roi

loan céu tric NST.



99

Bdng 3.16. Sé lwrong NST bi bdt thwong ¢ phoi

Bat thwong 1 NST 10 47,6
Bat thwong 2 NST 5 23,8
Bat thuwong >3 NST 1 4.8
Thé kham 5 23,8
Tong 21 100

Nhgn xét: Trong sé 21 phoi bat thuong hay gap nhat 12 réi loan & 1 cap
NST chiém 47,6%, chi c6 1 phéi c6 réi loan >3 NST chiém 4,8%, thé kham
gap 5 truong hop chiém 23,8%.

Dudi day 1a biéu 6 CNV ctia mot sé phdi réi loan NST: Phdi s6 4 (biéu
d6 3.18), phoi s6 17 (biéu @6 3.19), phdi sb 42 (biéu d6 3.20)

400
360
320
280
24
20 A A e M i e, B e
150 |
119
078
030
o0 v " " " v y v - " o

Copy Number

Chromosomal Position
Biéu dé 3.18. Biéu d6 CNV phdi sé 4. Réi logn cdu trac NST sé 3

Karyotyp: 46,XX,rec(3)del(3p)inv(3)(p24q29)
(Mt doan nho KT 12,89 Mb nhanh ngdn NST sé 3)
(dd lam Karyotyp b6:46,XY,inv(3)(p24929;
Karyoytp me:46,XX, tién sv thai leu 2 ldn)
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Biéu dé 3.19. Biéu d6 CNV phéi sé 17. Hgi chieng Turner

Karyotyp: 45,X
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Biéu do 3.20. Biéu d6 CNV phoi sé 42. Pa bji

Karyotyp: 69,XXY
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Bdang 3.17. Tan sudt bdt thuwong ciia 24 NST

. Bat thwong Binh thwong Tong
STT | NST so

n % n % n %
1 1 2 9,3 19 90,7 21 100
2 2 3 14,3 18 85,7 21 100
3 3 3 14,3 18 85,7 21 100
4 4 2 9,3 19 90,7 21 100
5 5 2 9,3 19 90,7 21 100
6 6 3 14,3 18 85,7 21 100
7 7 2 9,3 19 90,7 21 100
8 8 2 9,3 19 90,7 21 100
9 9 1 4,8 20 95,2 21 100
10 10 2 9,3 19 90,7 21 100
11 11 1 4,8 20 95,2 21 100
12 12 3 14,3 18 85,7 21 100
13 13 3 14,3 18 85,7 21 100
14 14 3 14,3 18 85,7 21 100
15 15 3 14,3 18 85,7 21 100
16 16 4 19,0 17 81,0 21 100
17 17 1 4,8 20 95,2 21 100
18 18 3 14,3 18 85,7 21 100
19 19 1 4,8 20 95,2 21 100
20 20 3 14,3 18 85,7 21 100
21 21 5 23,8 16 76,2 21 100
22 22 4 19,0 17 81,0 21 100
23 X 2 9,3 19 90,7 21 100
24 Y 0 0,0 20 100 21 100

Nhgn xét: Trong tong s6 21 phéi bi bat thuong, réi loan NST chi xay ra
& 23 NST, gap nhiéu nhat 1a & NST s6 21 (23,8%), it gap hon & NST 9, 11,
17, 19. Khdng thay bat thuong NST Y.
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3.3.3. Mdi lién quan giira tudi me va tinh trang phoi

Bdng 3.18. Pdc diém phan bé tudi va méi lién quan véi sé phoi

Tudi me S6 bénh nhan Ty 18 % S6 phoi Ty 18 %
<35 5 38,5 21 40,4
>35 8 61,5 31 59,6

Tong 13 100 52 100

Nhgn xét: Trong 13 bénh nhan tham gia hién phdi, c6 8 bénh nhan >35
tudi chiém 61,5%, va 5 bénh nhan <35 tudi chiém 38,5%. S6 phoi thu duoc dé

thuc hién sang loc caa nhém bénh nhan >35 tudi 14 31/52 phdi, cao hon cua
nhém bénh nhan <35 tudi (21/52 phéi).

Bdng 3.19. Méi lién quan gid@a tudi va dic diém phoi

Tuoi <35 >35 p
> 0) 0)
Pic diém phoi : & : &
Binh thuong 15 71,4 16 51,6
Bét thuong 6 28,6 15 48,4 | >0,05
Tong phéi phan tich 21 100 31 100

Nhgn xét: Nhom bénh nhan <35 tudi cé ty 1é phdi binh thuong la
71,4%), nhoém >35 tudi c6 ty 1& phoi binh thuong thap hon (chiém 51,6%).

Nguoc lai, nhém <35 tudi 6 ty 1& phdi bat thuong (28,6%) thap hon nhoém

>35 tudi (48,4%). Tuy nhién sy khac biét chua c6 y nghia thong ké voi

p>0,05.
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Bdang 3.20. Méi lién quan giza tudi va cac loai bét thwong phoi

Tudi | S6 phoi Binh Bat thwong (n=21)
thwong | Léch boi | Léchbgi | Kham
(n=31) va kham P
n % n % n % | n % n | %
<35 | 21 [40,4| 15 [484| 5 (312 0 | 0,0 | 1 [250
>35 | 31 |596| 16 |516| 11 |68,8| 1 |100,0f 3 |75,0(>0,05
Tong| 52 | 100 | 31 (100 | 16 |100| 1 | 100 | 4 | 100

Nhdan xét: Ty 18 1éch boi, léch boi va kham, thé kham ¢ nhém >35 tudi

lan luot 14 68,8%; 100%; 75% déu cao hon & nhom <35 tudi, twong tng la

31,2%; 0% va 25%. Tuy nhién sy khéac biét chua co y nghia thong ké véi p

>0,05.
Bdng 3.21. Méi lién quan gia tudi va mirc dg réi logn NST
Tuoi <35 >35 Tong
Phoi roi loan n| % [ n | % n % p

1 NST 4 40,0 6 60,0 10 100
2 NST 0 0,0 5 |100,0 5 100

>3NST 1 | 100,0 0 0,0 1 100 >0,05
Kham 1 20,0 4 80,0 5 100

Nhgn xét: Nhém bénh nhan >35 tudi cd ty 18 réi loan & 1 NST, 2NST,

kham lan luot 13 60,0%; 100%; 80% cao hon ty I& réi loan & nhdm <35 tudi,

tuong (ng 1a 40%; 0,0% va 20%. Riéng ty I& rdi loan >3NST & nhém <35

tudi 12 100%, nhom >35 tudi 1a 0%. Tuy nhién sy khac biét chua co ¥ nghia

thdng ké véi p >0,05.
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Bdng 3.22. Lién quan gia tugi va ty 1é bét thuwong NST 13, 18, 21,
va NST gigi tinh

Tuoi <35 >35 Tong
NST bat thuong n % n % n %
13 2 | 667 1 |33 3 100
18 1 | 333| 2 |667 ]| 3 100
21 1 1200| 4 |80 5 100
XIY 0 | 00 2 100 | 2 100

Nhgn xét: RSi loan NST s6 13 gap nhiéu & nhém bénh nhan <35 tudi
(66,7%). RSi loan NST 18 thi nguoc lai, gap nhiéu & nhém >35 tudi (66,7%).
Dic biét 1a réi loan NST 21 & nhém >35 tudi cao gap 4 lan nhém <35 tudi. Ty
18 réi loan NST gidi tinh & nhdm >35 1a 100%, khdng gap ¢ nhom <35 tudi.
Tuy nhién sy khac biét chua c6 ¥ nghia théng ké véi p>0,05.

® Binh thuwong ® Bit thuong

R

Nhom tuoi

Tilé %

Biéu dé 3.21. Lién quan giita nhém tuéi me va ty Ié phéi binh thuong,

bit thuong
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Nhgn xét: Nhom tudi <35 ¢6 ty 1& phoi binh thuong 1a cao nhét 71,4%,
ty 1& phoi bat thuong 1a thdp nhat 28,6%. Cang tudi cao sé phoi binh thudng
cang giam, s6 phoi bat thuong cang ting. Nhom tudi 35-38 ¢6 ty 1é phdi binh
thuong thiap hon nhom <35, ty 1¢ phdi bat thuong cao hon nhém <35 tudi.
Pic biét nhom tir 39 tudi trg 18n cd ty 1¢ phoi binh thuong thap nhat 42,8% va
ty 16 phdi bat thuong cao nhat 57,2%. Tuy nhién sy khac biét chwa c6 ¥ nghia
théng ké vai p>0,05.

® Phéi binh thuong
100% - + Phéi bit thuong
90 % —Linear (Phéi binh thuong) y=-0,14x+ 0,86; R? = 0,995
p 0o A
——Linear (Phéi bat thwong) Y= 0,14x+ 0,14; R* = 0,997

80% -

70% -
2 60% A
2<
= S50% A

40% -

30%

20%

10% -

00/0 T T
0 <35 35-38 > 39
Nhém tubi

Biéu dé 3.22. Pwong hoi quy tuyén tinh thé hign méi twong quan giira

nhom tudi me va ty 1é phéi binh thwong, phdi bt thwong NST

Nhan xét: Ty ¢ phan tram phoi binh thudng (y) twong quan nguoc chiéu
V6i tudi me (x) theo phuong trinh twong quan y = -0,14x + 0,86, hé s6 tuong
quan r = 0.997, (p>0,05). Ty ¢ phan tram phai bat thuong (y) twong quan ciing
chiéu véi tudi me (x) theo phuong trinh twong quan y = 0,14x +0,14, hé sb
twong quan r = 0.998 (p>0,05).
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CHUONG 4
BAN LUAN

Mac du, sang loc rdi loan 24 NST cho phéi khéng gitp tao ra mot phoi
khoe manh hoic cai thién suc khoe cua phoi. Nhung dua vao két qua sang
loc rdi loan NST cua phéi dé lya chon dugc phdi c6 sé luong NST binh
thuong dé chuyén vao buong tir cung sé gilp bénh nhan diéu tri IVF co co
hoi sinh con khoe manh trong thoi gian sém nhat. Bong thoi tang co hoi
duoc 1am cha me khi tudi cao, rit ngan duoc thoi gian diéu tri vo sinh vi
khong bi trai qua nhiéu 1an IVF that bai, do tranh duogc nguy co da thai, sy
thai, thai luu hodc sinh mot da tré bi di tat nghiém trong do bét thuong sd
lugng NST gay ra [147],[148],[149].

Nho sy tién bo cua di truyén hoc hién dai, nhiéu ky thuat di truyén té
bao va phan tir dugc tng dung thanh cong trong xét nghiém di truyén trudc
lam t6 nhu FISH, CGH, KL-BoBs, aCGH... hoic gan day hon 1a giai trinh ty
thé hé maoi NGS. Nam 2014, Fiorentino va cong su da thuc hién nghién ctu
x4c nhan tiém nang tng dung 1dm sang cua NGS. Nghién ctu di chung
minh rang NGS 1a mot phuong phap manh mé cé tiém nang ung dung 1am
sang rong rai trong sang loc rdi loan 24 NST cua phdi. Cac nghién cau sau
d6 con chi ra rang, ki thuat NGS c6 thé gitp giam dang ké chi phi PGT-A
trong khi van gitt dugc mirc do phat hién chinh xac cao so véi cac ki thuat
hién co [22]. Do d6 NGS c6 xu hudéng ap dung ngay cang rong rai. Tuy
nhién van con rat nhiéu nghién ctu trén thé gisi dang duoc thuc hién dé
khang dinh tinh ¢ng dung cta k¥ thuat nay.

Hién nay, & Viét Nam vin chwa c6 nghién ctu nao vé tng dung ky
thuat NGS trong sang loc 24 NST trudc l1am t6. Nén nghién ctiu caa ching

t6i 12 nghién cru dau tién duoc thuc hién tai Viét Nam nham hoan thién quy
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trinh k§ thuat NGS, danh gia d6 chinh xac cua NGS so véi k§ thuat aCGH ra
doi trude do, sau d6 danh gia tinh tng dung caa NGS trong sang loc réi loan
24 NST cua phéi IVF.

4.1. Hoan thién quy trinh sang loc réi loan 24 NST bang k§y thuat NGS
trén té bao phoi

Nghién ctru ctia chung t6i lwa chon phéi nang ngay 5-6, chir khong lua
chon phéi ngay 3, vira it gdy ton thuong phéi, vira giup 1am giam nguy co
phan loai sai do phéi thé kham [150]. Vi phdi ngay 3 co ty 1¢ 1éch bdi NST
va phoi o thé kham khé cao 50% [76] nhung dén giai doan phoi nang ty 1é
nay giam dang ké con 3-5% [77],[78],[79]. Hon nita, mot s6 phoi 1éch boi
NST ngay 3 c6 thé tu stra chita thanh phoi binh thuong khi phét trién thanh
phoi nang. Nhu vy PGT vao ngay thr 3 ctia sy phat trién phoi khong phai
lic nao ciling dai dién vé tinh trang roi loan NST cua phoi. Nhu vay, theo
logic sinh thiét phoi ¢ giai doan phdi nang, noi ¢ ti 1¢ kham thap hon, s& co

két qua sang loc rdi loan NST chinh xac hon.

Chung t6i tién hanh sinh thiét 5-10 ph6i bao cta nguyén bao 14 nudi
(TE) dé thuc hién nghién ctru ndy. Hién nay, da c6 nhiéu nghién ciu vé vi tri
sinh thiét phdi nhung sinh thiét nguyén bao 14 nudi cta phdi nang van duoc
xem la k¥ thuat gidp mang lai két qua di truyén chinh xac nhat hién nay véi
wu diém 1a nhiéu té bao duogc sinh thiét dé sang loc, chan doan.

Mot sb tac gia tién hanh nghién ctu vi tri sinh thiét méi dé so sanh voi
sinh thiét nguyén bao 14 nudi nhung chua cho két qua nhu mong doi. Magli
va cong su (2016) con tién hanh huat dich trong nang (blastocoelic fluid/BF)
ctia phdi ngdy 5, nham s dung DNA trong khoang dich ciia phdi nang dé
khuéch dai hé gen (WGA) va tién hanh xét nghiém di truyén cho phdi IVF

va so sanh véi két qua xét nghiém tur nguyén bao 1a nudi cia phoi. Tuy nhién
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ty 1¢ WGA chi thanh cong 82%. Do phu hop ctuia phoi binh thuong 1a 97,1%
(67/69), v6i @6 phu hop trén mdi nhiém sic thé 1a 98,4%. Do d6 sinh thiét

nguyén bao 14 nuodi van ¢ nhiéu vu diem nhat [80].

Dic biét, theo nghién ciru gan day ctia Victor va cong su (2019) sir
dung 88 phoi nang di bi két luan léch boi (sinh thiét TE), thuc hién sinh
thiét lai nhung lay phoi bao tir nguyén bao phdi (ICM) dé thuc hién PGT-A.
Két qua cho thiy co 86 két qua léch boi, nhu vdy sy giéng nhau vé két luan
la 97,7% [151]. Piéu nay chimg minh té bao TE 1a té bao c6 tinh dai dién
cao cho phdi nang. Sinh thiét phoi nang, chi ldy nguyén bao 14 nudi con
nguyén bao phdi bao van dugc bao ton nén sy phat trién tiép theo cta phoi

khong bi anh huodng.

He va cong sy (2019) dd so sanh: tudi thai, cAn niang khi sinh va ty 18
sinh non, tinh trang nhe can ciling nhu tinh trang thai nhi qua to
(macrosomia) ctia 1.721 tré so sinh giita nhom c6 sinh thiét phoi nang (1ay té
bao TE) va nhom khong sinh thiét phoi (nhom chimg) dé diéu tra xem liéu
sinh thiét phoi nang trong xét nghiém di truyén trudc lam té co lam ting
nguy co bat lgi ¢ tré so sinh hay khong. Két qua cho thiy sinh thiét phoi
nang khong 1am ting rai ro bat loi cho so sinh khi so sanh v6i nhoém dbi

ching [82].

Nhu vay sinh thiét phoi nang (lay TE) gitip giam mic d ton thuong

phdi va mang lai két qua di truyén chinh x4c nhat hién nay.

Sau khi 14y sinh thiét phdi, cac té bao phdi duoc rira trong dung dich
dém phosphate (PBS+PVP) v6 trung. Chung t6i di thu duoc 24 éng PCR1
(chira té bao phoi) va 24 dng PCR2 (chta dung dich rira). Cac mau nay duoc
chuyén vé phong xét nghiém DNA thudc B6 mon giai phau ctua Hoc vién

Quan Y dé thuc hién khuéch dai hé gen.
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4.1.1. Quy trinh khuéch dai hé gen (WGA)
% Lwa chon kit WGA

Nho su két hop cua toan hoc, hda hoc va sinh hoc, Cavalier - Smith
(1985) da tim ra cong thuc tinh trong lugng phan tir cua 1 hat nhan té bao
nguoi tir s luong cidp nucleotide (DNA content (pg) = genome size
(bp)/(0,978x109)), wdc tinh chi khoang 6,5 picogam (pg) DNA [152].
Nhung dé thuc hién dugc xét nghiém di truyén giai trinh tu gen, quy trinh
khuyén nghi yéu cau s luong DNA & muc nanogram (ng) dé thuc hién.
Piéu nay doi hoi phai WGA hon 1000 lan dé du tao thu vién dua vao giai

trinh tu.

Hon nita, Vi cac cng nghé nay thuong duoc ap dung dé danh gia dinh
lugng céc bién thé ban sao cia NST, nén yéu cau quy trinh WGA phai nhan
duoc du vé s6 luong DNA trén toan bo bo gen nhung van dam bao d6 trung
thuc cua kiéu gen. Vi san pham WGA ma khong chinh xac s& lam thay doi
sb luong ban sao trong bo gen co6 thé dan dén két qua giai trinh tu sai léch.
Do d6, WGA dé tao da DNA cho viéc xay dung thu vién chinh xac 1a 1 mot

budc quan trong, quyét dinh sy thanh céng caa quy trinh giai trinh tu gen.

Vi vay, can phai lva chon bd kit WGA tét nhat, dam bao hiéu qua
WGA va do chinh xac cao nhat dé thyc hién nghién ctu. Ching t6i da can
nhac ky trudce khi quyét dinh dua vao mot sé cong b trén thé giéi danh gia
cac bo kit WGA khac nhau.

Treff va cong su (2011) da nghién ctu cac ky thuat WGA khac nhau
trén c4c mau té bao don. da str dung ba bo kit WGA cd bén trén thi trudng;
GenomePlex (WGA4; Sigma-Aldrich, USA), REPLI-g (Single Cell Kit;
Qiagen, USA) va GenomiPhi (GE Healthcare, USA) dé so sanh ching vé do

tin cay khuéch dai, do trung thuc va do chinh xac bang phan tich microarray
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SNP. Két qua cho thay: GenomiPhi da c6 thé khuéch dai 88% cac té bao don
¢ mang lai >250ng DNA. REPLI-g va GenomePlex >250ng DNA trong
100% té bao don. REPLI-g cung cip d6 phu cho 88% théng tin caa bo gen
va GenomiPhi va GenomePlex cung cap 74% va 78% tuong tng. Do chinh
xé&c cta s6 ban sao SNP 1a 99% cho GenomePlex, 95% cho REPLI-g va 62%
cho GenomiPhi. B chinh xac ctia NST 1a 99% ddi véi GenomePlex, 97%
d6i véi REPLI-g va 75% dbi voi GenomiPhi. Po chinh xac chan doan
karyotyping la 100% cho GenomePlex, 83% cho REPLI-g va 0% cho
GenomiPhi. Thoi gian khuéch dai ciing rat quan trong khi xem xét ung dung
cong nghé WGA don bao vao PGT. GenomePlex thuc hién WGA nhanh
nhat chi trong 4 gid, nguoc lai GenomiPhi va REPLI-can téi 16 gid). Piéu
nay cho thay GenomePlex 1a bo kit pht hop cho viéc phan tich réi loan NST
hon ca [153].

Tuy nhién, Chen D va cong su (2018) da so sanh d6 chinh x&ac cua
GenomePlex (WGA4; Sigma-Aldrich, USA) va SurePlex (BlueGnome,
UK). Két qua cho thay bo kit SurePlex cho kha niang khuéch dai cao hon, tan
s6 15i trinh tu thap hon [154].

bac biét, Deleye va cong su (2015) cling so sanh kit WGA SurePlex
(BlueGnome, UK) va MALBAC (Yikon genomics, China). Két qua cho thay
WGA bang kit SurePlex dan dén su dong déu hon trén bd gen, cho phép
phat hién sb ban sao tét hon véi it duong tinh gia hon so voi cdc mau duoc
WGA bang MALBAC. Kit SurePlex da khang dinh gia tri vuot troi khi thuc
hién WGA tir cac té bao don, véi muc dich phuc vu PGT [155].

Nhu vay, két qua cia 3 nghién ctru trén da khang dinh bo kit SurePlex
la bo kit WGA hiéu qua nhat, phi hop WGA tir c4c té bao don. Do do,
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chung t6i dd chon lva bo kit SurePlex dé hoan thién qua trinh nhan trong
nghién ctu nay.
< Panh gia san pham WGA

Déi véi mdi phdi IVF, sau khi thuc hién sinh thiét phéi va rita mau phoi
bao, chung t6i thu dugc 1 6ng PCR thay rd té bao va 1 dng PCR dung dung
dich rira dé tién hanh WGA bang b kit SurePlex.

Chlng toi tién hanh danh gia san pham WGA bang dién di trén gel
agarose. Két qua cho thay ca 24 mau té bao phdi déu xuat hién bang san
pham, cac bang ctia san pham WGA kha dong déu (bang 3.1). Dai bang san
phl hop véi dai bang san pham khuyén céo cua nha san xuat. Va toan bo
mau dung dich rira, mau ching 4m déu khong xuat hién bang san pham. Két
qua nay cho thay khdng c6 hién tuong nhiém DNA ngoai lai ¢ hai giai doan
sinh thiét va raa té bao. Hon nita, d6 sang cua ca 24 bang san pham ciing
cho thay ca 24 mau phoi bao déu sinh thiét thanh cong (lay dugc nhan té
bao) va nong d6 DNA sau WGA dam bao du dé phuc vu chuan bj thu vién
cho budc tiép theo 1a giai trinh ty gen (hinh 3.1).

Két qua WGA con duoc danh gia bang dinh luong nong do DNA bang
Qubit. Két qua nay gitp danh gia sinh thiét, rira té bao c6 thanh cong hay
khong ma con dinh lwong chinh xac nong 6 DNA san pham WGA xem ¢
da cho giai trinh ty & giai doan sau mot cach chinh x&c hay khéng. Theo
khuyén céo ciia hang, lwong DNA cta cac mau cé té bao phai trén 25 ng/uL.
DP6i voi mau chang am phai dudi 10 ng/pL. Trong nghién ctu nay cua
chdng t6i, két qua cho thdy ca 24 miu déu co lugng DNA dat vé sb lugng
trén 25 ng/pL, cac mau dung dich rira déu nho hon 10ng/pL (bang 3.3). Biéu
nay ciing cho thay viéc sinh thiét va rira té bao da thanh cong, viéc WGA
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thanh cong, dam bao khéng nhidm DNA ngoai lai dong thoi ¢6 nong do

DNA dam bao cho thu vién phuc vu cho buéc giai trinh tu gen tiép theo.

Nhu viy, ching toi da chon lya bo kit SurePlex dé hoan thién qué trinh
WGA, dam béo ¢6 duogc thu vien DNA chinh xac va nhanh nhét, chi can 2,5
gid, dap ung duoc nhu cau chuyén phoi twoi trong vong 24 gio cua bac sy
Iam sang chi dinh PGT.

4.1.2. Quy trinh giai trinh tw gen

Sau khi dd WGA thanh cdng, quy trinh thuc hién tiép theo cua qué
trinh giai trinh tw géom: phan manh soi DNA, gin index va Adapter, khuéch
dai, tinh sach, chuan hoa, t6 hop thu vién sau chuan héa va giai trinh tu gen

va phan tich dit liéu xac dinh tinh trang rdi loan NST.

Két qua chuan hda quy trinh cua chung toi déu dat cac tiéu chi bao
dung yéu cau cua hdng, 100% miu déu dat tong sé lan doc 1a 700.000-
1.000.000 lan/mau, tong sb lan doc tdi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau,
diém chét luong trung binh 1a trén 30, diém vé do nhidu cta mau khong vuot
qua 0,4 va do tin cay cua ving khuéch dai cia mdi NST phai dat trén 0,7
(bang 3.4).

Chung t6i da thwc hién thanh cng chuan héa quy trinh giai trinh tu gen
thé hé mai voi dir lidu dat 1,1 Gb dau ra véi do chinh xac 99,999% ( >Q30)
(hinh 3.2), dat cac tiéu chi dam bao dang yéu cau k¥ thuat, gilp cac mau
thuc hién phan tich c6 day du dit lidu dé két luan két qua.

< Két qua quy trinh giai trinh tw gen

Chung t6i d thuc hién giai trinh tu gen bang ki thuat NGS cho 24 mau
phdi bao, thu duoc 24 két qua. Trong d6 co 11 phdi binh thuong chiém
45,8%, 13 phoi bat thuong chiém 54,2% (bang 3.5).
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Trong s6 13 phdi bat thuong, c6 12 phdi bat thuong sé lugng (bang 3.5
va biéu db 3.2), va phat hién 1 phoi s6 19 réi loan nhiéu NST kém thé kham
(biéu dd 3.3). Trong d6 hay gap nhat phdi c6 bat thuong 2 NST (chiém 25%)
(bang 3.5).

Piéu nay cho thay ty I¢ bat thuong cua phdi IVF la rat cao, ly giai mot
phan nguyén nhan that bai cua IVF trude ddy con cao vi méi chi danh gia,

chon lwa phdi chuyén dwa vao hinh thai caa phéi.
% T6i wu héa quy trinh giai trinh tw gen

Sau khi chuan hoa quy trinh, ching t6i tiép tuc thuc hién téi uu héa quy
trinh dé vira dam bao dat céc tiéu chi yéu cau cua hang, vira co thé tra két
qua sang loc phéi nhanh nhat va tiét kiém nhat, khac phuc tinh trang gom

mau cho di mot mé chay nén tra két qua cham.

Theo khuyén co cua hang, chi cin 1ng DNA cho mét lan phan tich va
mdi 1an phén tich duoc 96 mau dé dap ung nhu cau cua cac trung tam IVF
16N trén thé gidi, gilp giam gia thanh caa xét nghiém so véi cac k§ thuat ra
doi trude @6, chi phi cho xét nghiém 1 phéi Ia thap nhat. Tuy nhién, néu 1
lan chay khong c6 du 96 phdi thi van phai ding 1 bo kit véi hda chat cho du
96 phodi, nén chi phi xét nghiém cho 1 phdi lai cao hoic phai gom du 96 mau

chay thi két qua tra 1oi s& rat cham.

Vi vay, can ctr trén nhitng tiéu chi phai dat trén, chung toi di toi wu quy
trinh giai trinh tu nhiéu Ian, trén céc bo chay may khac nhau dé dam bao
chay sd lugng mau khac nhau nhu 4 mau/lan chay, 8 miu/lan chay, 16
mau/lan chay va 24 mau/lan chay. Két qua cua sau nhiéu lan giai trinh tu va
diéu chinh da giup thu duoc cac tin hiéu dam bao theo yéu cau vé tiéu chi tin
hiéu cta tirng mau, tung NST khi thuc hién trén cac bo kit chay may khac

nhau.
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Chung toi d thuc hién giai trinh tu gen 4 mau phdi bao/1 1an chay bang
bo kit Miseq Reagent kit v2 Nano, két qua 14 100% mau dat yéu cau (bang
3.6 va hinh 3.3). 100% mAu déu dat téng s6 1an doc 1a >700.000, tong sé 1an
doc téi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém chat lugng trung binh 1a >30,
diém ghép cap trung binh >30, diém vé d6 nhidu cta mau khong vuot qué

0,4 va do tin cay cua ving khuéch dai cia mdi NST dat > 0,7.

Khi thuc hién giai trinh tw gen 8 mau phdi bao/1 lan chay bing bo kit
Miseq Reagent kit v2 Micro, két qua 12 100% mau dat yéu cau (bang 3.7 va
hinh 3.4). 100% mau déu dat tong so lan doc la >700.000, tong s6 lan doc toi
thiéu sau khi loc 12 250.000/mau, diém chat lugng trung binh 1a >30, diém
ghép cdp trung binh >30, diém vé do nhidu cuia mau khong vuot quéa 0,4 va

d6 tin cay cua ving khuéch dai cua mdi NST dat > 0,7.

Khi thuc hién giai trinh tu gen 16 mau phdi bao/1 1an chay bang bo kit
Miseq Reagent kit v2 Standard, két qua la 100% mau dat yéu cau (bang 3.8
va hinh 3.5). 100% mau déu dat téng s6 1an doc 1a >700.000, tong sb lan doc
tdi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém chat lugng trung binh 1a >30,
diém ghép cap trung binh >30, diém vé do nhiéu cia mau khong vuot qué

0,4 va do tin cay caa vung khuéch dai cia mdi NST dat > 0,7.

Tuong ty, chdng toi thyc hién giai trinh tu gen 24 mau phdi bao/1 lan
chay bang bo kit Miseq Reagent kit V3, két qua ciing thu duoc 100% mau
déu dat yéu cau (bang 3.9 va hinh 3.6). 100% mau déu dat tong sé lan doc 1a
>700.000, tong sé lan doc tdi thiéu sau khi loc 1a 250.000/mau, diém chat
lwong trung binh 1a >30, diém ghép cdp trung binh >30, diém vé d6 nhiéu
cia mau khong vuot qua 0.4 va do tin cay cua vung khuéch dai cua mdi
NST dat > 0,7.
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Nho viée téi vu hoa thanh cong quy trinh chay dé xdy dung quy trinh
chay trén s lwong mau nho bang b chay may c6 dung luong tot hon, véi s6
luong mau linh hoat tir 4 miu dén 24 mau/lan chay, chiing toi di giup giam
gia thanh cta dich vu va dam bao thoi gian tra két qua theo yéu ciu cia
trung tam IVF. Diéu nay rat c6 y nghia va phu hop véi diéu kién kinh té cua
bénh nhan Viét Nam.

Nhu vay, chung t6i da hoan thién quy trinh k¥ thuat NGS phuc vu sang
loc trude 1am to, dong thoi toi wu hoa thanh cong quy trinh chay trén sb
luong mau nho, véi s6 luong mau linh hoat tir 4 mau dén 24 mau/lan chay.
Toan bd quy trinh dugc hoan thanh <24 gid ma van tiét kiém dang ké chi phi
lién quan. Piéu nay rat c6 y nghia va phu hop voi diéu kién kinh té cua bénh

nhan Viét Nam.

4.2. Panh gia do chinh xac ciaa ky thuat NGS so véi ky thuat aCGH

trong sang loc réi loan 24 nhiém sic thé trén té bao phoi

Chung t6i da thuc hién sang loc réi loan di truyén cho 52 phdi nang. Ca
52 phéi déu duoc sinh thiét va rira thanh cong, qué trinh WGA déu dat nong
d6 DNA [6n hon 25 ng/pL (bang 3.11) dam bao du thu vién dé dong thoi
thuc xét nghiém bang ki thuat NGS tai Hoc vién Quan Y va xét nghiém

bang k¥ thuat aCGH tai Singapore.

Thuc hién giai trinh ty gen bang NGS cho 52 mau phéi bao thu dugc 52
két qua. Thuc hién xét nghiém bang ky thuat aCGH cho 52 mau phdi bao
twong mg, thu dugc 48 két qua (bang 3.12); ¢6 4 mau phdi bao: phdi sb 1
(biéu d6 3.4), phdi sé 14 (biéu dd 3.6), phdi sb 21 (biéu do 3.8), phdi sé 50
(biéu do 3.10) khong duoc két luan nén khong cé két qua. Nguyén nhan 13 4
két qua nay déu co rdi loan lién quan dén thé kham hoac réi loan cau tric

hoic rbi loan khéng nam trong giGi han doc tu dong cia Phan mém da ning
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BlueFuse Multi (BMF) ciia aCGH; va bo kit phuc vu cho sang loc phdi bang
aCGH khdng thiét ké dé doc rdi loan cdu tric cling nhu thé kham cua phoi
véi ty 18 thap, k§ thuat aCGH khong két luan két qua cho mot NST nhét dinh
khi ty 1& dudi 3 x SD hoic / va ty 1& doc + 0,3 log2, do d6 co 4 két qua duoc

phan loai 1a "khdng két luan".

Trong khi d6, chung t6i str dung phan mém BlueFuse Multi phién ban
4.4 (Illumina, Inc.) phén tich két qua tu dong cho NGS. Pong thoi st dung
mot co s& dir lieu chaa théng tin vé hé gen cua con ngudi mdi nhat
(GRCh37) dé tham chiéu 12 BG_Annotation Ens71_20160909.db sau d6

nhém nghién citu méi dua ra két luan cho tirng két qua.

Dit liéu tham chiéu nay bao gém vi tri ciia cac gen, cac ving bénh va
cac dir liéu cong khai vé tan sd cac ban sao dugc bd tri dudi dang cac bin
trinh tu (1 bin tuong tmg vdi khoang 1Mb trén NST). Cac doan doc da duogc
Iira chon (dat tiéu chuan) & cac mau duoc anh xa vao khoang tuong Gmg trén
NST tuong Gng vé6i cac bin. Pong thoi dit liéu s& dém sé doan doc ¢ mdi vi
tri bin va chuan hoa thong qua cac vung dit liéu GC va so sanh voi trinh ty
tham chiéu dé tranh sai léch thong tin. S6 lugng bin dugc chuan hoa trong 1
lan truot 1a 13 bin va sd ban sao dugce tai hién bﬁng cach gia dinh réng $6
lugng doan doc trung binh cua cac NST thuong, tuong ing vdoi 2 ban sao.
Két luan cudi cung vé sé luong ban sao ciia mdi NST duoc xac dinh bang
cach sir dung phan phdi Gauss (sd luong ban sao tir 0-4 va d6 1éch chuan 1a
0,33) va gia trj nguong. Trang thai s6 luong NST cb x4c suat cao nhat s&
duoc st dung. Phan mém Bluefuse Multi tu dong doc két qua hoic nguoi
ding c6 thé doc va chi ra cac bat thuong vé sé luong, cau trdc NST, tham

chi thé kham mét theo khuyén céo cua hang mét cach dé dang [146].
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Véi nguyén 1i doc két qua nay da cho phép ky thuat NGS da dua ra
duoc két luan két qua cho phéi s6 4 phdi 1, 14, 21 va 50 ma aCGH di khong

két luan két qua.

Tuy nhién sau khi danh gia thu céng, nhitng phdi aCGH khong két luan

két qua déu duoc chan doan 1a 1éch boi twong dong két qua cua NGS.

Nhu vay, ky thuat NGS da thé hién vu diém vé kha ning phan tich két
qua cua minh so vai ky thuat aCGH. Viéc nay c6 y nghia to 16n cho cac bac
sT 1am sang, han ché duogc tinh trang mat théng tin caa phdi sau khi xét
nghiém PGT, gitip cac bac si 1am sang c6 thé chon lua dugc phdi mot cach

t6t nhat trudc khi chuyén phoi.

Pé danh gia do chinh xac cua ky thuat NGS, chung t6i tién hanh so
sanh két qua ctia 48 phoi duoc ca 2 ki thuat cung két luan. Trong s6 48 mau,
két qua phan tich bang 2 k¥ thuat déu cho cho thdy c6 31 miu ludng boi, 17

miu 1éch bdi véi ty 16 twong tmg 13 64,6% va 35,4%.

Su phu hop cua hai phuong phap duge danh gia thong qua do nhay va
d6 dac hiéu cua k¥ thuat NGS so véi ki thuat aCGH. Két qua trén cho thdy,
do nhay, do dac hiéu, ty 1¢ déng thuan 100% (bang 3.13 va bang 3.14). Nhu
vay, két qua xét nghiém sang loc rdi loan 24 NST cua phoi bang ky thuat
NGS phu hop véi két qua cua ky thuat aCGH (biéu d6 3.12 - 3.13, biéu do
3.14 - 3.15).

Két qua nghién ctru nay ctia chung toi phu hop véi cac danh gia vé do
chinh xac cua ky thuat sang loc r6i loan 24 NST trude 1am t6 dua trén giai
trinh tu thé hé moi. Nam 2014, Fiorentino va cong sy 1a nhdm nghién ctu
dau tién trén thé gisi tién hanh danh gia do chinh xéac cua sang loc 24 NST
bang ki thuat NGS trén céc té bao phoi ngay 3. Nhém nghién cuu di sir
dung k¥ thuat NGS dé phan tich 18 té bao don va 190 san pham WGA tir cac
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phdi ngay 3 dugc phan tich trude day bang ky thuat aCGH. Két qua véi muc
d6 nhat quén cao véi do dic hieu NGS 1a 100% (95% CI 94,59% -100%) Vi
d6 nhay 100% (95% CI 97,39% -100%) [22].

Nam 2015, Allen va cong su da sur dung k¥ thuat NGS dé phan tich 24
NST caa 138 phoi tir 35 bénh nhan va 18 té bao don tir sau dong té bao,
d6ng thoi phan tich bang aCGH. Pdi v6i cac mau c6 thé phan tich duoc, ty
1¢ phu hop 100% ddi voi phoi binh thudng (44/44) va 100% ddi voi phoi
léch boi (108/108). Két qua trén mdi phoi, dd nhay NGS 1a 100% (khong c6
am tinh gia) va do dac hiéu 100% (khong c6 duong tinh gia) [156].

Nam 2015, Yang va cong sy da tién hanh sang loc di truyén cho 164
phdi nang dugc phan tich bang NGS so sanh véi aCGH. Két qua: Do dic
hiéu ciia NGS d6i véi léch boi (24 NST) 1a 100% (95 % CI: 95.32 %—
100 %) voi d§ nhay 100% (95 % CI: 98.16 %—100 %). Gié tri du doan
duong tinh va m tinh ctia sang loc NGS déu 1a 100%. So sanh chi tiét cac
thé di boi mot ph?m duogc phat hién béng sang loc NGS va aCGH cua cung
mot san pham WGA cho thdy NGS di phat hién su ting va giam mot phan
nhiém séc thé chinh xac hon, cho théy ré“mg NGS ¢6 thé phat hién thé 1éch
boi va mat doan trén cung mOt NST. So sanh sau hon vé hién tuong kham
duoc phat hién bang sang loc NGS va aCGH cua cung mot san pham WGA
cho thiy NGS c6 kha nang phat hién chinh xac hon vé kham cua té bao TE
tir sinh thiét phoi nang [113].

Nam 2016, Aleksandrova va cong sy da st dung 2 k¥ thuat aCGH va
NGS dé sang loc r6i loan di truyén cho 38 phéi nang. Két qua cho thay c6 36
mau két qua aCGH gibng két qua NGS (phu hop 94,8%), c6 2 mau (5,2%)
két luan khac nhau (aCGH két luan bat thuong (karyotype 47, XXY) trong
khi d6 NGS két luan binh thuong). Theo tac gia, su khac nhau nay duogc giai
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thich 1a khi thuc hién k¥ thuat aCGH cho 2 mau nay c6 tin hiéu huynh quang
bi nhiu nén két qua sai léch. Do d6, su khac biét trong két qua da cho thiy

k¥ thuat NGS c6 d6 phan giai cao hon [157].

Chow va cong su (2018) phén tich hdi ctru ctia 287 méiu phdi bao ngay
3 (blastomere) va 55 mau phdi bao ngay 5 (trophectoderm/TE) ciing cho
thay ty 18 phu hop trong chan doan tong thé giita aCGH va NGS trén céc
mau bét thudng 1a 100% (266/266), khong phan biét loai sinh thiét [24].

Diac biét, nam 2016, Maxwell va cOng su da tién hanh nghién ctu bénh
chtmg vé 38 bénh nhan say thai ty nhién sau khi chuyén phoi duoc két luan
binh thudng sau sang loc di truyén bang ki thuat aCGH véi phén tich lai hoi
ctru cac mau sinh thiét TE bang k¥ thuat NGS tir thang 1 nim 2013 dén
thang 5 nam 2015 tai Trung tAm Sinh san Pai hoc New York. 38 miau DNA
khuéch dai da luu tir sinh thiét phoi nang trude day dugce chan doan 1a binh
thuong boi aCGH da dugc phan tich lai bang NGS. Khac véi cac két qua
nghién ctru cho thiy rang tit ca cac phoi 1éch boi va da boi duoc phat hién
bang k¥ thuat NGS 1a phu hop 100% véi két qua cua ki thuat aCGH, két
qua nghién ctru ndy cho thiy trong 38 phdi dugc aCGH két luan binh
thuong nay co téi 31,6% (12/38) thé kham, 5,2% phoi da boi (2/38) duoc
NGS phat hién. Céac bat thuong vé nhiém sac thé khong dugc phat hién co
thé gop phan giy siy thai som. Tac gia két luan rang sang loc di truyén
trude lam to bang ky thuat NGS co thé xac dinh nhiéu truong hop thé kham
va thé da boi hon aCGH [158].

Nhu vay, ky thuat NGS c¢6 do chinh xac tuong tuw aCGH trong sang loc
r6i loan 24 NST cua phoi. Vi loi thé thong luong cao, d0 doc dai, dd chinh
xac cao nén NGS phat hién thé kham tot hon, thoi gian tra két qua nhanh va
gia thanh thip hon aCGH.
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4.3. Panh gia két qua sang loc phdi truéc 1am té bang ki thuat NGS
4.3.1. Pic diém réi loan cia phoi

Trong nghién cau caa ching toi, tudi trung binh caa bénh nhan tham
gia nghién ctu 1a 35,08 + 5,17, bénh nhan nhiéu tudi nhat 1a 44 tudi, bénh
nhan tré nhat 24 tudi (bang 3.14).

Chuing toi lwa chon bénh nhan tré tudi vao nghién ciu nay vi bénh nhan
24 tudi nhung da co6 tién su thai luu 2 1an; nguyén nhan thai luu nghi dén
nhiéu nhat 1a do réi loan di truyén cta phéi vi ngudi chong co karyotyp dao
doan quanh tdm NST s6 3 (46,XY,inv(3)(p24g29). Qua dung vay, két qua
xét nghiém phoi cua bénh nhan 24 tudi c6 mat doan nho kich thuéc 12,89
Mb nhanh ngan NST sb 3 (46,XX,rec(3)del(3p)inv(3)(p24¢29)) do tai sip
xép lai khdng can bang; hau qua do b bi dao doan NST 3 (biéu d6 3.18).
Nhu vay, nguyén nhan chinh gy thai luu cta bénh nhan tré tudi nay 1a réi

loan di truyén cua phoi.

Ca 13 truong hop déu da that bai trong cac chu ky IVF trude do, trong
d6 c6 61,5% la vo sinh II. Nguy@n nhan vé sinh do vo 1a cao nhat chiém
46,1% (bang 3.15), twong tu két qua nghién ciu cia Ashok (2015) [30].

Nhu vay, két qua nghién ciru caa ching t6i cho thay vé sinh c6 thé gip
& ngudi phu nit con tré tudi va nguyén nhan vo sinh do vo nhiéu hon do
chong.
4.3.2. Tinh @ng dung ciaa ky thuat NGS

< Phat hién réi loan sé lwong 24 NST ciia phdi nang

TAt ca 52 san phém WGA du diéu kién thuc hién cac bude tiép theo la
chuan bi thu vién va giai trinh ty gen bang k¥ thuat NGS. Chung t6i di c6
day du 52 két qua ctia 52 phoi, phat hién c6 31 mau phoi khong phat hién rbi
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loan NST (chiém 59,6%) va 21 mau phoi phat hién rdi loan NST. Nhu vay,
ty 16 rdi loan NST trong mau nghién ctru 12 40,4% (biéu d6 3.16).

Chung t6i nhan thay ty 1¢ rdi loan trong nghién ctru ctia chiing toi tuong
dong vai két luan vé ty 18 phan tram rdi loan NST & phoi nang trong nghién
ctru cua Rubio nam 2003. Nhoém nghién ctru cua Rubio phat hién trong 28
ddi tuong nghién ctru co tudi me trung binh 35,1 £ 4,1 ¢6 45,1% phdi co roi

loan NST.

Fragouli va cong su (2010) ciing st dung phuong phap CGH & nhém
bénh nhan tudi trung binh 39,8 thay ty Ié léch boi NST ¢ phdi nang 14 45,2%
[129].

Ty 1¢ phoi bat thuong trong nghién ctru chiing t6i ciing twong dong véi
két qua nghién ctru cua Nguyén Viét Tién va cong sy (2014), sa dung k¥
thuat FISH phan tich cho 37 phdi ngay 3, cho thdy ty 18 1éch boi NST 1a
45,9% [126].

Minasi va cong su (2017) di tién hanh sang loc di truyén cho 1122 phdi
nang bang ki thuat aCGH thiy phdi binh thuong chiém 50,6%, ty I& bat
thuong 49,4%. Ty |é phdi bat thuong trong nghién ciu ciia Minasi cao hon
trong nghién cru ciia chiing t6i, didu nay c6 thé do tac gia déng thoi sang loc
léch boi NST (PGTA) va bénh di truyén (PGTM) cho phoi, va do tudi me
trung binh 1a 35,4 + 4,2 tudi, cao hon trong nghién ctiru cia chdng toi [159].

Mot sb nghién ctru khac ciing cho thiy cac phdi dugc tao ra trong 6ng
nghiém c¢6 mang rdi loan NST rat cao, trén  50%
[160],[161],[162],[163],[164]. MOt nghién clru ciia Alfarawati va cong su
nam 2011, ciing chi ra rang 56,7% (283 trén téng s6 500) mau phodi nang
duoc thir nghiém mang rdi loan NST [164]. Tuy nhién, d6i tuong trong céac

nghién ctru nay déu tdp trung vao cac truong hop siy thai lién tiép [162]
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hodc c6 tudi nguodi me cao (>37,5 tudi) [160],[161]; trong khi ddi tugng
trong nghién ctru cta ching toi ¢o6 d tudi thap hon (trung binh 35,08 tudi).
Do viy ty 1¢ ma nghién ciru nay cia ching toi dua ra thip hon cia céac

nghién ctru trén nhung van twong dong vdi cac nhan dinh do.

Theo Schoolcraft va cong su (2010), sir dung phuong phap CGH trén
269 phoi nang cua 45 bénh nhan c6 tudi trung binh 1a 37 tudi thay ty I¢ léch
boi NST 1a 51,3% [128]. Ty I€ nay cao hon ty I¢ 1éch boi NST trong nghién
ciru cua chdng téi c6 thé 1a do do tudi trung binh trong nghién ctu cua

chdng t6i thap hon.

Niam 1991, Zenzes va Casper sinh thiét thé cuc ciia phoi va xét nghiém
bang k¥ thuat FISH, két luan rang ty 1¢ roi loan NST dao dong tir 23%-40%
[165], ty 1& nay thap hon ty 1& phoi bat thuong trong nghién ciru cua ching
t61, Piéu nay duoc 1y giai rang: Trong nghién ctru cua chung toi sir dung k¥
thuat NGS dé sang loc phdi nang, day 1a k¥ thuat hién dai v6i d6 chinh xac
cao, co6 thé phat hién nhiéu hon cac bat thuong so voi cac ki thuat FISH, nén

ty 16 bat thuong phat hién dugc cling cao hon.

Céc roi loan NST ¢6 thé xay ra ¢ 1 NST, 2 NST, 3 NST hoic tham chi
nhiéu hon 3 NST cung lac goi 1a 1éch bodi NST phtc tap. Trong d6 hay gap
nhat 1 réi loan & 1 ciap NST, chiém 47,6%, léch boi 2 NST 23,8%, Iéch boi
>3 NST chi chiém 4,8% (bang 3.16).

Két qua trong nghién ctru cua chung t6i kha tuwong dong véi két qua
trong nghién ctu cua Traversa va cong su nam 2011, khi ddnh gid mtrc do
1éch boi NST thi ho thay 1éch boi & 1 NST 1a cao nhat (55%) sau d6 1a 1éch
bdi 2 NST (41%), 1éch bdi & 3 NST trd 1én chi chiém 7% [104].

Két qua nghién ctu cua chung t6i cho thiy bat thuong léch boi NST
xay ra & 23 NST véi ty 1é khac nhau (bang 3.15). Gip nhiéu nhat 1a & NST
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s6 21 (23,8%), sau d6 1a NST 16 va 22 (19%), it gap nhat 6 NST 9, 11, 17,
19, (4,8%), va khong gap r6i loan NST Y.

Két qua nghién ciru cua ching toi ciing twong dong véi mot s cac
nghién ctru trude day. Theo Hoang Thi Huong va cong su (2014), St dung
k¥ thuat FISH phan tich cho 37 phoi ngay 3, cho thay réi loan NST 21 1a hay
gip nhat, thap nhat & NST gidi tinh [127].

Theo nghién ctru cua Munne va cong su (2011), sau khi danh gia 24
NST ctia 815 phéi nang str dung k¥ thuat aCGH da két luan cac NST hay
xay ra Iéch boi NST 1a 16, 22, 21 va 15 [160].

Mot nghién cuu khac cung nam 2011 cua Fragouli va Wells trén 1.290
phdi ngay 5 bang k¥ thuat aCGH trén cac d6i tugng c6 do tudi me trung binh
38,1 (29-50 tudi), két luan rang cac NST hay xdy ra léch boi NST nhét 1a cac
NST s6 22, 16, 15, 21 va X [163].

Nam 2013, nghién ctru cia Rubio va cong sy ciing chi ra rang cac NST
hay xay ra bat thuong 1éch boi NST & phdi ngay 3 1a 13, 15, 16, 17, 18, 21,
22, va NST gidi tinh. Trong d6, NST 16 va 22 1a 2 NST anh hudng nhiéu
nhat & ca nhom bénh nhan c6 phoi khong 1am t6 lién tiép va bénh nhan 16n
tudi, sau d6 1a NST 13, 21, 18, XY, 15, 17 cho nhom bénh nhan bi phoi
khong lam t6 lién tiép va 21, 15, 13, 18, 17 va X, Y & nhém bénh nhén 16n
tudi [162]. Trong khi d6 Traversa va cong sy (2011), nghién ctru trén phoi
nang thay s6 phoi bi 1éch boi NST thap hon & phoi ngay 3 (43%) [104]. Nhu
vay, su khac biét vé ti 1é cling nhu muc dg 1¢ch boi NST gitra phdi ngay 3 va
ngay 5 c6 thé 1a do phéi 1éch boi NST phtc tap thudng bi nging phat trién
trude khi phat trién thanh phoi nang. Nhitng phoi co cac rdi loan NST 13,
17, 18 1a mot trong nhitng nguyén nhan lam cho phdi ngay 3 khong phat

trién dugc toi ngdy 5 hodc chét trude khi téi ngay 5.
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Brezina va cong su (2012) phan tich 1.903 phéi cho két qua: Léch boi
twong ddi dong déu & tat ca 24 NST. Trong nghién ctru cua ching toi phat
hién 1éch boi & 23 NST, chua phat hién thiy réi loan NST Y, c6 thé do c&

mau nghién ctru ctia chiing t6i nho hon ctia Brezina [166].

Nhu vay, két qua cho thay k¥ thuat NGS cho phép phat hién réi loan sb
lugng 24 NST cua phéi nang IVF vai do tin cdy cao.

X/

< Phat hién roi loan cAu tric NST ciia phdi nang IVF
Trong 21 mau phdi mang réi loan NST, ¢6 17 mau c6 bat thudng vé so
lugng (chiém 81%), 2 mau c6 bat thuodng vé cau trac NST, 2 mau vira c6 bat

thuong vé ciu tric vira c6 bat thuong vé sb luong NST (biéu dd 3.17).

Pic biét, két qua nghién ciru ciia chung toi da phat hién cac bat thuong
lién quan t6i r6i loan ciu trac NST véi kich thudc nhé ~14 Mb (biéu d6
3.18). Chung minh ring sang loc 24 NST bang NGS ¢6 do phan giai cao va

cho phép phat hién chinh x4c sy mét can bang phan doan c6 kich thudc nho.

Tiém ndng xac dinh cac r61 loan cau tric nhé cua NGS cling da duogc
Fiorentino va cdng su (2014) bao cao trong cac nghién ctru trude do trén cac

té bao don va té bao phodi ¢ giai doan phoi nang [22].

Nghién ctru cia Chow va cong su (2018) khang dinh rang NGS da phat
hién mot chuyén doan NST trén mot miu phoi bao ngay 3 ma trude diy da
dugc aCGH két luan 1a binh thuong. Nghién ctru nay di chimg minh rang
NGS c6 thé phat hién cac chuyén doan/ dao doan khong can bang mot cach
hiéu qua [24].

Nam 2018, Cuman va cong sy ciing chi ra rang NGS c6 thé phat hién

cac chuyén doan/ dao doan nhiém sic thé khong can bang nhé kich thude

>10 Mb, nho hon khuyén céo ctia nha san xuat (>20 Mb) [167].
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Do d6, NGS khong chi tmg dung dé sang loc 1éch boi 24 NST (PGT-A)
ma con la mot ky thuat co thé st dung phat hién roi loan ciu trac NST

(PGT-SR) [24].

<% Phat hién thé kham ciia phdi nang IVF

Hién tuong kham dic trung boi su hién dién ctia hdn hop ctia nhom té
bao ludng bdi va té bao 1énh boi. Hién twong kham nhidm sic thé thuong
duoc quan sat thiy ¢ phoi ¢ giai doan phan cit sém, ty 1& thé kham giam dan
& giai doan phoi nang [168]. Mot sé phoi IVF thé kham cé thé phét trién
thanh thai, ty 1¢ tiy thudc vao muc do kham [169]. Thé kham nhiém sac thé
trong thai ky co thé gy ra cac bat thuong bam sinh, cling nhu cac van dé
nhu ti ky va cham phat trién tri tué ¢ tré. Moi nhiém sac thé déu c6 thé lién
két voi mot kiéu hinh bat thuong khi ¢ dang kham, tuy theo mtc d6 kham
ma thai nhi binh thudng hodc bi anh huong nghiém trong/ gay chét. Néu ty
1¢ té bao binh thuong du cao, nhitng té bao d6 s& sém chiém wu thé va kha
ning sdng ctia phoi c6 thé duoc bao toan [170]. Do d6, khi sinh thiét phoi
nang dé sang loc rdi loan 24 NST cho phéi, viéc phat hién, phan tich va giai

thich két qua thé kham ciing 12 mot van dé dang dugc quan tam.

Trong nghién ctru cta ching toi phat hién duoc 23,8% phoi thé kham
(bang 3.16). Theo cac nghién ctru khac, ty 1& phoi thé kham thay do6i tir 15%
[10] 1én dén trén 90% [131]. Mot trong nhiing 1y do khién ty 18 phoi thé
kham chénh 1éch kha nhiéu & cac nghién ctru khac nhau 1a do tiéu chuin xac
dinh phoi thé kham duoc st dung khac nhau. Mot nguyén nhan khac 1a nhiéu
nghién ctru vé phoi thé kham duoc tién hanh trén nhitng phoi thira, khong
duoc st dung dé chuyén phoi hodc du trit dong lanh, nhimg phoi nay thuong

c6 chat luong kém hon nén ty 1¢ phoi thé kham thudng rat cao.
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K¥ thuat NGS phan tich réi loan NST phat hién ra muc ting, giam cia
s6 cac NST hodc khong dién hinh nim giita mutc bat thuong va binh thudng
(nam dudi tin hiéu doc tu dong ctia phan mém BFM), dugc khuyén cdo 1a

thé kham. K§¥ thuat NGS c6 thé xac dinh cac phoi kham ty 18 <10%.

Nam 2016, Ruttanajit va cong su chimg minh rang ki thuat NGS c6 thé
duoc phat hién mot cach dang tin cdy va chinh xac thé kham. Tac gia so
sanh sy phat hién thé kham cua 2 k¥ thuat NGS véi aCGH, két qua cho thay
k¥ thuat NGS phat hién thé kham ty 1¢ thap tét hon aCGH [171].

Nam 2016, Maxwell va cong su da tién hanh nghién ctru bénh ching vé
38 bénh nhéan say thai tu nhién sau khi chuyén phoi dugc két luan binh
thuong sau sang loc di truyén bang k¥ thuat aCGH v&i phan tich lai hoi ciu
cac mau sinh thiét TE bang k¥ thuat NGS. Két qua nghién ctru nay cho thay
trong 38 phoi dugc aCGH két luan binh thuong nay c6 t6i 31,6% (12/38) thé
kham duoc phéat hién bang ky thuat NGS phat hién. Cac bat thudong vé
nhiém sic thé khong duoc phat hién c6 thé gop phan giy sdy thai sém. Tac
gia két luan rang sang loc di truyén trude 1am to bang k¥ thuat NGS cé thé
x4c dinh nhiéu truong hop thé kham hon aCGH [155].

C6 nhiéu bang chimg cho thay, viéc lwa chon phoi thé kham dé chuyén
vao budng tir cung c6 thé tao thai séng nhung phoi thé kham thuong co ty 18
thai 1am to thap hon, ty 1& sdy thai cao hon nhiing trudng hop chuyén phoi
binh thuong (euploid). Theo nghién ctru ctia Fragouli va cong su (2017) cac
phoi thé kham phét hién bang k¥ thuat NGS c6 ty 1& lam t6 (30.1%) thap hon
phoi binh thudong (55.8%) (P = 0.038); ty 1¢ sy thai cao hon (55.6 so véi
17.2% (P = 0.036)); Ty 1é¢ mang thai (ongoing pregnancy) chi 1 15.4%, thap
hon rét nhiéu ty 18 mang thai & nhém phéi binh thudng (46.2%) (P = 0.003).
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Theo tac gia, nhitng phoi thé kham khong nhat thiét phai bi loai bo, nhung
duoc vu tién chuyén phdi thap hon so v6i nhitng phdi binh thuong [172].

Nghién ciru gan day nhat ciia Zhang va cong su (2020) ciing cho két
qua vé kha ning phat trién binh thudng ctia mot s6 phoi thé kham duogc phat
hién bang k¥ thuat NGS. Pay 1a mot nghién ctu thuan tap hoi ctu tai 3
trung tam IVF & Chau A (Hong K6ng, Malaysia va Théi Lan) so sanh két
qua 1am sang sau chuyén phoi cta 137 phoi thé kham, 476 phoi binh thudng
(euploid) va 835 khdng sang loc di truyén trude 1am to. Két qua cho thay ty
1¢ mang thai 1am sang cta phoi thé kham thap nhat so v&i chuyén phdi binh
thuong va phoi khong sang loc, tuong tng (40,1% ; 59,0%; 48,4%), ty 1&
sinh séng thap hon (27,1% so véi 47,0% so v6i 35,1%) va ty 1¢ say thai cao
hon (33,3% so vé&i 20,5% so v&i 27,4%) (p= 0,04). Trong sb 37 ca sinh song
tir phoi thé kham c6 8 ca da duoc thuc hién xét nghiém di truyén trudc sinh
v6i két qua binh thuong. Nhin chung, két qua mang thai tir phoi thé kham
thap hon vé mit thong ké so v6i chuyén phoi sang loc di truyén binh thudng,

nhung nghién ctru da chimg minh kha ning ton tai cta phoi kham [173].

Nhu vay k¥ thuat giai trinh ty gen thé hé moi NGS di khic phuc dugc
nhuoc diém cua ky thuat ra doi trude; NGS cho phép phat hién phoi thé
kham véi ty 1¢ thap. Pay 1a mot trong nhitng thong tin quy bau cho céc nha
di truyén va bac si 1am sang dé xac dinh dugc thr ty wu tién trong qua trinh
Iira chon phoi, dé chuyén nhitng phoi tot nhat [174],[175].
< Phat hién thé tam boi

Ty 1 thé tam bdi trong céc trudng hop mang thai ty nhién tir 1-3%
[175],[176] va c6 téi 15% tong sd cac ca say thai bat thudng vé mit di truyén
té bao 1 thé da boi [177],[178]. Thai tam boi c6 kha ning séng kém, chling c6
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nhiéu bat thuong bam sinh va thudng khong ton tai sau giai doan so sinh

[176].

Cho dén nay, mot sé ky thuat da dugc tng dung dé phan tich sé lugng
ban sao nhiém sac thé tir sinh thiét TE. Tuy nhién, da bdi van 1a mot thach
thire ddi v6i phan 16n cac ki thuét vi udc tinh sé luong ban sao nhiém séc
thé duoc duwa trén sb luong twong ddi cua DNA co trong mau sinh thiét.
Nhitng phuong phap nay rat hiru ich khi phat hién su 1éch boi NST, nhung
khong xac dinh dugc NST da bdi. Trong nghién ctru nay, chung to61 st dung
k¥ thuat NGS, cho phép phat hién duoc 1 thé tam bdi (69,XXY) chiém 1,9%
(1/52) (biéu d6 3.20). DBiéu nay hét sirc ¢6 ¥ nghia vi giup tranh dugc chuyén
phoi tam bdi, tranh duogc tinh trang séy thai, thai luu, gitp cai thién két qua

lam sang cho bénh nhan IVF.

% Phat hién rdi loan nhiém sic thé giéi tinh

Nghién ciru cta chiing toi con phat hién cac rdi loan & mot s6 NST co
kich thudc 16n dang nhu NST gidi tinh X nhu hdi chiing Turner (45,X)
chiém 1,9% (1/52) (biéu dd 3.19). Hoi chimg Turner xay ra ¢ khoang 1
trong s6 2.500 bé gai so sinh trén toan thé gidi, o t6i 99% nhiing truong
hop mang thai 45,X 1a sdy thai ty nhién, s6 con lai c¢6 thé kém theo di tat
bam sinh, anh hudng dén chat lugng cudc séng cia tré. Pidu nay cang khang
dinh viéc sang loc di truyén trudc trude 1am td co ¥ nghia to 16n, giup chon
lga dugc phdi c6 bd NST binh thuong dé chuyén, s€ tranh dugc tinh trang
mang thai rdi loan NST r6i gay sdy thai, thai luu.

Nhu vay, ching t61 két luan ré‘lng cach lya chon ddi tuong nghién cuu la
phoi nang va k¥ thuat xét nghiém 1a NGS dé sir dung trong nghién ctru nay
cho phép két luan vé chat lugng di truyén cua phéi IVF véi mirc d6 tin cay

Cao.
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4.3.2. Méi lién quan giira tudi me va tinh trang phoi

Trong nghién ciu ndy, nhém bénh nhan <35 tudi c6 ty 1¢é phdi binh
thuong 1a (71,4%), nhdm >35 tudi 6 ty 1& phoi binh thuong thap hon (chiém
51,6%). Nguoc lai, nhém <35 tudi c6 ty 1é phoi bat thuong (28,6%) thap hon
nhom >35 tudi (48,4%) (p>0,05) (bang 3.19). Ty I¢& léch bai, léch boi va
kham, thé kham & nhom >35 tu6i lan luot 12 68,8%; 100%; 75% déu cao hon
& nhom <35 tudi, twong ung la 31,2%; 0% va 25% (p>0,05) (bang 3.20).
Nhém bénh nhan >35 tudi co ty Ié réi loan & 1 NST, 2NST, thé kham lan
luot 12 60,0%; 100%; 80% cao hon rat nhiéu so véi nhom <35 tudi, tuong
tng 12 40%; 0,0% va 20%. Tuy nhién, két qua nghién ctu cua ching toi lai
thay ty 18 r6i loan >3NST chi gap & nhdm <35, nhom >35 tudi khéng gip ca
nao réi loan >3NST. Tuy nhién su khac biét chua c6 y nghia théng ké véi p
>0,05 (bang 3.21). Ty 1& rdi loan NST s6 13 gap nhiéu & nhém bénh nhan
<35 tudi (66,7%). Roi loan NST 18 thi nguoc lai, gap nhiéu & nhém >35 tudi
(66,7%). Dac biét 1a rdi loan NST 21 ¢ nhém >35 tudi cao gap 4 lan nhém
<35 tudi (bang 3.22).

Két qua nay ciing tuong dong voi két qua nghién ctu caa Alfarawati
nam 2011, cho thay cac bat thuong trén lién quan chat ché dén tudi cua
nguoi me. Theo tac gia, su chénh léch c6 khac vé cap so nhan so véi nghién
ctru ciia ching toi: ty 1& léch boi NST 21 & nhoém >37 tudi cao gap 10 lan &
nhom duéi <37 tudi, ty 18 1éch boi NST 18 ¢ nhom >37 tudi cao gap 6 lan &
nhom dudi <37 tudi. Piéu ndy co thé duoc giai thich 1a do ngudng tudi dé so
sénh cua bénh nhan (37 tudi) liy cao hon ngudng tudi trong nghién ciru cua
chiing t6i (35 tudi) [105].

Pé danh gia mdi lién quan giira tudi me véi ty 18 phoi binh thudng va ty

1¢ phoi bat thuong, chung t6i chia tudi me thanh 3 nhom tudi: <35; 35-38;
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>39. Két qua 1a ty 1& phodi binh thudong giam dan khi tudi me tiang 1én. Nhém
tudi <35 ¢ ty 18 phoi binh thuong 1a cao nhat 71,4%, nhom 35-38 tudi 1a
58,8% va nhom >39 c6 ty 1é phoi binh thudng thap nhat 1a 42,8% (p>0,05)
(biéu dd 3.21). Két qua nay twong ddng véi cac nghién ctu cua mot s tac
gia khéc.

Theo nghién cau cua Zachary va cong su (2016). Phu nit tir 24-35 tudi
c6 ty Ié phoi binh thuong cao nhat ~35% khi sinh thiét phoi ngay 3, va
~55% trong sinh thiét ngay 5 & phu nit 27-35 tudi, va sau d6 nhanh chong
giam xudng 0% & tudi 44 [177].

Trong mot nghién ctu cua Munné va cong su (2007) ciing cho thay ty
Ié¢ phoi binh thuong giam dan khi tudi nguoi me ting dan, cu thé & nhom

tuoi <35 tudi 12 40%, ty 1é nay giam xudng 20% & nhdm tudi >41 tudi [178].

Pic biét, theo két qua caa ching tdi, tudi me cang ting sé phdi bat
thuong cang tang. Nhom 35-38 tudi c6 ty 1é phoi bat thudng cao hon nhom
<35 tudi. Pac biét nhom >39 tudi co ty 1¢ phoi bat thudng cao nhat 57,2%.
(p>0,05) (biéu dd 3.21). Ty 1¢ nay twong déng véi két qua ciia cac nghién
clru trude d6 cua Rubio va cong su (2013), ty 16 bat thudng & nhom doi
twong khong co tién sir sdy thai lién tiép va do tudi <37 1a 33,3%; trong khi
& nhom d6i tugng >37 14 57,7% [179]. Két luan cta Fraouli ciing cho rang ty

1& 16ch boi NST vuot trén 50% dbi v6i hau hét phu nir trén 40 tudi [180].

Khi chung toi so sanh két qua ciia minh vd&i nghién ciru ciia Alfarawati
va cong su (2011), ty 1é r6i loan NST ciing ting dan khi tudi ngudi me cao;
cu thé & nhom tudi 38-47 (trung binh 41 tudi) 1a 60,7% cao hon ty 1& & nhém
tudi tir 31-37 tudi (trung binh 34,6 tudi) 9,7% [105]. Ca 2 nhom tudi nay déu
cao hon 2 nhom tudi & nghién ctru ctia chung toi nén ty 18 roi loan NST phat

hi¢n duogc ciling cao hon.
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Niam 2002, Munné dua ra bang ching chimg minh mdi quan hé gitta
tudi nguodi me va sy r6i loan NST & phéi IVF. Theo d6, & nhom tudi nguoi
me <34.9, ty 1& phoi mang rdi loan NST 1a 57,2%, & nhom tudi 35-39,9 14
58,9% va ¢ nhom tudi >40 con sb nay 13 65,1% [181]. Tuy nhién, tac gia sir
dung k¥ thuat FISH dé danh gia r6i loan NST va chi danh gia trén mot sd
NST nhu 13, 16, 18, 21, 22 va NST gio1 tinh do vay khong thé loai trir cac
truong hop am tinh gia do khong xac dinh duoc cac bat thuong trén NST
khéc.

Theo Phan Thi Khénh Vy (2015), ty 1€ 1éch bdi NST cling tdng theo
tudi: ty 1& ndy ting manh khi tudi me ting trén 40 tudi & ca phdi phat trién

binh thudng ciing nhu phoi phat trién nhanh.

Bén canh d6 di sdu vao viéc danh gid mtc d6 twong quan giira yéu t6
va ty 1é phan trim binh thudng, bat thuong NST va tudi ngudi me chung t6i
tién hanh thong ké va xay dung hé s6 twong quan r sir dung phan mém thong
ké STATA 12.0. Két qua nghién ctu ciia chung t6i ciing thdy mdi twong
quan giita tudi me voi ty 18 phoi binh thuong va ty 1& phoi bat thuong khi
chia tu6i me thanh 3 nhom tudi: <35; 35-38; >39. Ty 1é phan trim phoi binh
thuong (y) twong quan nguoc chiéu rat chit ché véi tudi me (x) theo phuong
trinh tuong quan y = -0,14x + 0,86, hé sd twong quan r = 0.997, (p>0,05). Ty
1¢ phan trim phoi bt thuong (y) twong quan cung chiéu rat chit ché véi tudi
me (x) theo phuong trinh twong quan y = 0,14x +0,14, hé sb twong quan r =
0.998 v&i p>0,05 (biéu dd 3.22).

Két qua nghién ctru cua chung toi twong ddng véi nghién ciu cua
Zachary va cong su (2016): phu nit 24-35 tudi c¢6 ty 1 phoi binh thudng cao
nhat; >35 tudi, ty 1¢ phoi binh thuong giam khi tudi me tang véi twong quan

tuyén tinh rat chit ché (r = 0,99) va chi ra rang phuong trinh y = - 4.855x +
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230 (p <0,001) c6 thé duoc sir dung dé tinh toan chinh xac (ndi suy) ty 18
phéi binh thudng trung binh & phu nit tir 35-45 tudi[177].

Nhitng dir liéu nay s& gilp cac chuyén gia hod trg sinh san dua ra du
doan thanh cong theo d6 tudi cu thé hon cho phu nit trai qua IVF cd hoic

khdng c6 sang loc di truyén trudc 1am to.

Nhiéu nghién ctru khac ciing ching minh dugc méi lién quan chit ché
gitra tudi me va ty 1& phoi bat thuong (p <0,05), d6 1a nghién cru cua Ata va
cong sy (2012); Fragouli va cdng su (2011); Hellani va cong sy (2008);
Marquez va cong su (2000); Munné va cong su (1995); Schoolcraft va cong
su (2010); Verpoest va cong su (2009). C6 18 do ¢& mau nghién ciru cla

ching t61 chua du 16n nén p >0,05.

Két qua nghién ctru cua ching toi da gitp mot 1an nira khang dinh bat
thuong NST cuia phoi 1a nguyén nhan hang dau gay lam ty 1é thu thai cua
IVF thap hodc thai IVF bi say thai, thai luu nhiéu gidng nhu nghién ctru cia
Macklon (2002) va Lathi (2008).

Hon thé, Fragouli (2008) va Alfarawati (2011) thyc hién nghién ctru
danh gida moi twong quan giita hinh thai phoi va tinh trang NST di ching
minh rang phoi c6 hinh thai binh thuong khéng twong quan véi phoi co bod

NST binh thuong.

Do d6, vira ing dung cac k¥ thuat IVF tién tién, vira két hop lua chon
phdi dua ca vao hinh thai phoi va tinh trang di truyén bang NGS sé& chon lya
dugc phoi tét nhat dé chuyén vao budng tir cung 1a thiét thuyc nham giup
giam ty 1& say thai thai luu va ting co hoi sinh ra cac em bé khoe manh tir

IVF.

Nhu vdy, nghién ctru ctia chiing toi da cho thiy rang tmg dung NGS dé
sang loc phdi nang IVF khong nhitng giup phat hién 1éch bo1 NST, ma con
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giup phat hién duogc roi loan céu tric va thé kham. Dic biét NGS con cd
nhiéu 1gi thé hon cac k¥ thuat ra doi trude do: thong lugng cao, do doc dai,
d6 chinh xac cao, can lugng DNA thu vién it, thoi gian tra két qua nhanh,
chi phi thip hon aCGH. Piéu nay cang khang dinh tiém ning tng dung rong

rii ctia NGS trong sang loc di truyén trudc 1am to.
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KET LUAN

1. V& hoan thién quy trinh sang loc rdi loan 24 NST bang k§ thuiat NGS

P4 hoan thién quy trinh k¥ thuat NGS phuc vu sang loc trude 1am to.

- Két qua dién di trén gel agarose cho thay ca 24 miu té bao phdi déu xuat

hién bang san pham, mau dung dich rira dam bao khéng nhiém, ca 24 mau
dung dich déu khéng xuat hién bang san pham. Nong d6 DNA ciia 24 miu
sau nhan toan bd hé gen déu dat >25 ng/pL, cac mau dung dich rira déu
<10 ng/pL. Biéu nay cho thay viéc sinh thiét va rira té bao di thanh cong,
viéc WGA thanh cong, dam bao khong nhiém DNA ngoai lai dong thoi c6
nong 46 DNA dam bao cho thu vién phuc vu cho budc giai trinh ty gen
tiép theo.

Pi chuan hda thanh cong quy trinh giai trinh tu gen theo bo kit MiSeq
Reagent Kit - PGS (t6i da 96 mau). Két qua chuan hoa quy trinh déu dat
cac tiéu chi dam bao dung yéu cau ky thuat, gilip cac mau thyuc hién phan
tich c6 day du dir liu dé két luan két qua.

Pi toi wu hoa thanh cong quy trinh giai trinh tu gen, xay dung thanh cong
quy trinh chay trén sé lwong mau nho bang cac bo kit khac nhau véi sd
lwgng mau linh hoat nhu 4 mau/lan chay (Miseq Reagent kit v2 Nano), 8
mau/lan chay (Miseq Reagent kit v2 Micro), 16 mau/lan chay (Miseq
Reagent kit v2 Standard) va 24 mau/lan (Miseq Reagent kit \/3) gilp tiét

kiém thoi gian va chi phi nhung van dam bao tinh chinh xac cua ky thuat.

2. V& @9 chinh xac caa ky thuat NGS so véi ki thuat aCGH trong sang
loc rdi loan 24 NST trén té bao phéi IVF

Do nhay, d6 dic hiéu, ty 1¢ dong thuan cia 2 k¥ thuat NGS va aCGH la

100%. Nhu vay k¥ thuat NGS c6 d6 chinh xac twong tu aCGH trong sang loc

rdi loan 24 NST cua phéi trude lam to.
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3. Vé két qua buéc diu sang loc phdi trude 1am t6 bang ky thuat NGS

Ty 1 réi loan NST & phéi nang IVF trong nghién ctu la 40,4%.
Phat hién réi loan NST xay ra & 23 NST, khong gap rdi loan NST Y.
Phat hién dugc ca 16i loan ciu triic NST, thé kham, thé da boi.
Phét hién duoc nhitng réi loan NST 1am giam strc song nghiém trong cia
phoi nhu: Hoi chung Turner, Thé da boi, rdi loan >2 NST.
Ty 18 r6i loan NST 14 khac nhau ¢ cac do tudi phu nit khéc nhau. Sau 35
tudi, ty 1é phoi binh thuong giam, ty 1 phoi bat thuong NST ting nhanh
(p >0,05).

K§ thuat NGS, cho phép phan tich tit ca 24 NST dé danh gia mot céac

toan dién bd NST cho phdi. Lua chon phoi nang vira it gay ton thuong phoi,

vira giup lam giam nguy co phan loai sai do phoi thé kham. Nghién ciru cua

chung t6i d cho thiy rang tmg dung NGS dé sang loc phdi nang IVF khong

nhitng gitp phat hién 1éch boi NST, ma con gitp phat hién duogc rdi loan cau

tric va thé kham véi do tin cay cao. Bac biét NGS con co nhiéu loi thé hon

cac k¥ thuat ra doi trude do: thong luong cao hon, dd doc dai hon, d§ chinh

xéc cao hon, can lugng DNA thu vién it hon, thoi gian tra két qua nhanh hon,

chi phi thap hon. Piéu nay cang khang dinh tiém ning tmg dung rong rii cia

NGS trong sang loc di truyén trudc 1am to.



KIEN NGHI

Do day 1a ki thuat con kha mdi, nén trong thoi gian nghién ctru sb lidu
chung t6i thu dugc con han ché, chung toi rat mong trong thoi gian t6i co thé
tiép tuc nghién ctru v6i ¢& mau 16n hon, dong thoi im mdi lién quan giita hinh
thai phéi va 1énh boi NST trong qua trinh phat trién phdi, trén co sd d6 chon
duoc nhitng phoi c6 chét lugng tot dé chuyén phoi, tir 46 danh gia hiéu qua 1am

sang cua IVF co két hop sang loc di truyén ctia phdi bang ky thuat NGS.



NHUNG PONG GOP CUA NGHIEN CcUU

1. Hoan thién dugc quy trinh sang loc réi loan 24 NST cua phdi IVF bang k§
thuat giai trinh ty gen thé hé mdi (NGS). Trong d6, da toi uu héa quy trinh
chay giai trinh tu trén bd chay may cong suit nho hon, c6 thé chay trén sb
mAu it hon; giup cong suit chay may co thé thay d6i linh hoat tir 4 mau
dén 24 mauw/lan giai trinh tu; giup rat ngan thoi gian tra két qua, giam gia
thanh cua dich vu. Diéu nay rat c6 y nghia va phu hop véi diéu kién thuc
té & Viét Nam.

2. Két qua sang loc 1éch boi ctia NGS phu hop véi két qua aCGH. Tuy nhién,
k¥ thuat NGS c6 nhitng wu thé hon nhu: cong suit cao hon, do chinh xéc
cao hon, can luong DNA thu vién it hon, thoi gian tra két qua nhanh hon,
chi phi thap hon, c6 thé két hop phan tich dot bién gen. Piéu nay khang
dinh tiém ning ung dung ciia NGS trong linh vyc phan tich ri loan di
truyén trudc 1am to.

3. Xac dinh duoc ty 1& bat thuong NST cua phoi IVF 13 rit cao, ty 18 bét
thuong s6 lugng NST tdng nhanh theo tudi, dic biét khi tudi me >35; X4c
dinh duoc nhiing réi loan NST giy chét phoi giai doan lam t6, hodc giy sy
thai, thai luu trong thai ky I. Két qua nay dinh hudng viéc vira ing dung cac
k¥ thuat IVF tién tién nhat vira két hop lya chon phéi dya ca vao hinh thai
phdi va di truyén thong qua k¥ thuat NGS s& chon lua duoc phoi tot nhat,

chuyén vao buéng tor cung, sinh con khoe manh la thiét thuc.
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