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PAT VAN DE

Bat thuong nhidm sic thé (NST) thai xay ra khoang 1/150 tré sinh
sbéng, 1a mot trong s nhitng nguyén nhan hang dau gay nén tir vong va bénh
tat cho tré so sinh trén toan thé gidi [1],[2]. Chiém khoang 83,0% cua nhitng
bat thuong nay 1a do trisomy 21, 18, 13 va léch bdi NST gidi tinh gay ra hoi

chung Down, Edwards, Patau, Turner... [3].

Cac phuong phap sang loc truge sinh truyén théng phat hién léch boi
NST bao gém siéu &m hinh thai va phén tich huyét thanh thai phu trong thai ky
1 va thai ky 2. Ty I€ phat hién trisomy 21 véi ngudng I6n hon 1/250 dao dong
tir 50% dén 95% Vi ty 1é duong tinh gia khoang 5,0% tly thuoc vao phuong
phap sang loc dugc su dung [4]. Dé chan doan xac dinh thi cac thai phu c6
nguy co cao bat thuong NST s& duoc thuc hién céc thu thuat xam lan nhu 1ay
mau gai rau hozc hut dich i dé khao séat s6 lwong NST bang cac ky thuat
Karyotype, QF-PCR, FISH, Prenatal BoBs, MLPA. C4c thu thuat xam lan nay
c6 thé gay mat thai voi ty & 12 0,11 - 0,22% [5]. Do do, rat can cd nhiing
phuong phap sang loc véi ty 18 duong tinh gia thap dong thoi ty 18 phat hién
cao hon, thai phu khdng can chiu thu thuat xam lan, tranh duoc nguy co anh

huong dén thai phu va thai nhi [e].

Gan day, xét nghiém phan tich DNA thai tu do (cell free fetal DNA -
cffDNA) sang loc léch boi NST st dung k¥ thuat giai trinh tu gen thé hé méi
(Next Generation Sequencing - NGS) da dugc chiung minh la phuong phap
sang loc trudc sinh hiéu qua so véi cac phuong phap sang loc trudc sinh
truyén théng véi ty I¢ phat hién trisomy 21 1a 99,2% va ty 1¢é duong tinh gia
la 0,09%, ty 1€ phat hién trisomy 18 la 96,3% va ty I¢ duong tinh gia la
0,13%, ty I¢ phat hién trisomy 13 la 91,0% va ty 1€ duong tinh gia la 0,13%



[7].[8].[e]. Vi mong muén tim hiéu rd hon vé gi4 tri cia phuong phap giai
trinh tu gen thé hé méi, gilp thay thubc 1am sang ¢ thém mot phuong phap
sang loc léch boi NST thai, dé tai “Nghién ciru gia tri ciia phwong phdp
gidgi trinh tw gen thé h¢ méi phat hién léch bgi nhiém sdc thé thai bang

DNA thai te do trong méau me” dugc tién hanh véi 2 muc tiéu:

1. Ung dung phwong phdp gidi trinh ti gen thé hé méi phat hién léch bgi
NST 21, 18, 13, X, Y bang DNA thai ti do trong mau me.

2. Xdc dinh ty 1¢ léch bgi NST 21, 18, 13, X, Y va budc dau danh gid gid
tri Ciia phwong phdp gidi trinh ti gen thé hé méi sir dung DNA thai tur

do trong mau me.



Chuwong 1
TONG QUAN

1.1. Bét thwong nhiém sic thé thai
1.1.1. Tin sudt xudt hién

Cac nhiém sac thé (NST) c6 thé bi bat thuong vé sé lugng hoic ciu
trdc. Cac bién ddi nay co thé thay ngay khi sinh hozc mac phai trong qua trinh
4c tinh hoa cua cac té bao khéi u va la két qua caa cac bién cb xay ra trong
phan bao giam nhiém hoac phan bao nguyén nhiém. Sy bat thudng nay co thé
xay ra trén mot hoac nhiéu NST. Bat thuong NST phé bién nhat 1a trisomy 21,
18, 13 va léch boi NST gidi tinh [10]. Nghién ctu trén 34.910 tré sinh sdng
dén 13 tudi tai Pan Mach cho thay bat thuong NST chiém khoang 15,0% cac
di tat bam sinh dugc chan doan truéce 1 tudi va 25,0% tir vong chu sinh do di
tat bam sinh, tan suat bat thuong NST la 1/118 hay 8,45/10.000 tré sinh séng
[11]. Nghién ctu tai cong dong cac nudc & Chau Au nam 2004 ciing cho thay
khoang 1/4 trudng hop tir vong sém & tré so sinh 1a do dj tat bam sinh, trong
d6 18,0% do bat thuong NST. Trong nghién cau trén 10.323 truong hop bét
thuong NST bao gédm cac trudng hop sinh con sbng trudc 1 tudi, thai chét khi
tudi thai trén 20 tuan hoic dinh chi thai nghén vi di tat bam sinh tir ndm 2000 -
2006. Két qua phat hién 7.335 truong hop trisomy 21, 18 hoic 13, trong d6
trisomy 21 chiém ty 18 53,0% véi tan suat xuat hién Ia 23/10.000, trisomy 18
chiém ty 1& 13,0% vai tan suat 5,9/10.000, trisomy 13 chiém ty 18 5% v&i tan
suat 2,3/10.000, trisomy NST gidi tinh 1a 473 ca chiém ty 18 5% véi tan suat
2/10.000 va 778 ca monosomy X chiém ty & 8,0% véi tan suat 3,3/10.000. Chi
c6 1.737 ca bat thuong NST hiém gap chiém ty & 17,0% véi tan suat 1a
7,4/10.000 bao gom thé tam boi, trisomy cac NST khac, chuyén doan NST
khong can bang, mat doan va nhan doan (Hinh 1.1) [3].



m Trisomy 21
m Trisomy 18

Trisomy 13
m X/Y trisomy

m45X

m Other

Hinh 1.1. T7 |é bét thuwong cac NST dwoc chin dodn khi tré < 1 tudi
(Nguon: https:/iwww.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3330224)

Tai Trung Quédc, mdi nam c6 khoang 16 triéu tré méi sinh, trong d6 di
tat bam sinh chiém khoang 4,0 - 6,0%. Bat thuong NST chiém ty Ié 1/160 tré
sinh séng tai My va 1/60 tai Trung Qudc [10],[12]. Théng ké caa Tong cuc
dan s6 cho thay, mdi nam Viét Nam c6 khoang gan 1,5 triéu tré em méi duoc
sinh ra, trong d6 ty 18 di tat bam sinh chiém khoang 1,5 - 2,0% tré sinh song.
Pang luu ¥ 13 mdi ndm c6 khoang 1.400 - 1.800 tré miac trisomy 21, khoang
200 - 250 tré mac trisomy 18. Theo bao céo cua Phung Nhu Toan (2003) tir két
quéa nudi cay tir dich 6i phat hién 24/213 ca bat thuong NST chiém 11,2% [13].
Hoang Thi Ngoc Lan va cong su (2004) phat hién 7/40 ca bat thuong sb lugng
NST chiém ty 18 17,5% [14], Tran Danh Cudng (2005) phat hién 11/95 ca bat
thuong NST chiém ty Ié 11,6%, trong d6 trisomy 21 chiém 50,79% [15].

1.1.2. Hiu qud ciia bét thwong nhiém sdic thé

Bat thuong NST anh huong dén it nhat 7,5% tat ca cac truong hop thu
thai, chiém 50,0% truong hop say thai tu nhién trong ba thang dau hozc chét
trwdc khi sinh [16]. Tan suét bat thuong NST thuong gap tir 1/150 - 1/200 tré
sinh song. Khoang 3,0 - 4,0% tat ca céc ca sinh séng co lién quan dén da di tat

bam sinh, cham phét trién tam than hoac roi loan di truyeén, ty Ié tang gap doi



khi tré duoc 7 - 8 tudi, voi cac rdi loan di truyén xuat hién cham hoic duoc
chan doan muodn hon. Piéu tra & cac quan thé truong thanh khoe manh cho
thay tan sé bat thuong NST thap hon [16]. Do d6, viéc phét trién cac phuong
phap sang loc, chan doan trudc sinh 1a thuc sy can thiét.

1.1.3. CAc bit thwong NST thai thuwong gdp trong sang loc va chin dodn
trudc sinh

1.1.3.1. Hoi chizng Down hay 3 NST 21 (trisomy 21)

Hoi ching Down (47,XX,+21; 47,XY,+21) la bat thuong bam sinh
thuong gap nhat trong cac bat thuong NST, chiém khoang 1/700 tré sinh
séng, ty 1¢ bénh theo gisi 1a 3 nam/2 nit. Theo Zoltan Papp 95,0% hoi ching
Down 1& d6t bién sé lugng NST 21 dang thuan; 4,0% do chuyén doan; 1,0%
la thé kham [17].

Hinh 1.2. Tré méc hgi chieng Down (Trisomy 21)
(Nguon: Khoa so sinh, Bénh vién Phu san Ha Ngi)

Hoi chitng Down ¢6 ty 1é tir vong cao, khoang 20,0% tré mac hoi ching
Down sinh ra chét truéc 5 tudi, 44,0% s6 tré con lai c6 thé song téi tudi 60. Tre
mac hoi chang Down véi dau hiéu dién hinh: tran thap, mat xéch, gay rong va
det, sdng miii tet, mdi tré, nép ngang don doc & 1ong ban tay, cac dém trang nho
& mong mat..., di tat & tim chiém 46,0%, bat thuong ng tiéu hoa chiém 7,0%,

10,0% mic dong kinh & tudi 50. Nguodi mac hoi ching Down ludn kém theo



cham phét trién tri tué mot cach tram trong anh huong 16n d&én kha niang hoa
nhap cong dong. Cac gia dinh c6 ngudi mac hoi chitng Down ¢6 mot ganh ning
I6n vé tam 1y ciing nhu tai chinh, ganh nang cho sy phuc vu va cham soc y té cua
xa hoi [17].

1.1.3.2. Hgi chung Edwards hay 3 NST 18 (trisomy 18)

Hoi chung Edwards (47,XX,+18; 47,XY,+18) lan dau tién duoc mot
nhém céc nha di truyén hoc ngudi Anh dimg dau 1a Edwards mo ta day du nim
1960 [18]. Bénh xuat hién véi tan suat 1:5.000 tré sinh song. Pay 1a hoi chang
bat thuong NST dung tht 2 sau hoi ching Down.

Hinh 1.3. Tré mdc héi chitng Edwards

(Nguén: Khoa so sinh, Bénh vién Phu san Ha Noi)

Tré mac hoi chung Edwards c6 bo mat bat thuong (dau nho, cac khe
mét hep va ngan, ham dudi va 16 miéng bé, cam nho, vanh tai bi bién dang, tai
& vi tri thap), cac tat & chi trén 1 su xép 16n xon cua xuong ban, bat thudng
khép gitta ngon 1 (ban tay co quap), bat thuong ¢ ban chan (Iong ban chan
day) va khe ha mdi [18]. Do c6 nhiéu di tat & nhiéu co quan, nén tré mic hoi
ching Edwards thuong tor vong sém. Khoang 60,0% cac truong hop tir vong
trudc 3 thang, 30,0% tir vong trudc 1 thang, 1/10 tré mac bénh song duoc dén
1 tudi [18].



1.1.3.3. Hoi ching Patau hay 3 NST 13 (trisomy 13)

Hoi chung Patau (47,XX,+13; 47,XY,+13) lan dau tién dugc Patau va
cong su MO ta ndm 1960. Bénh gap véi tan suat 1:5.000 dén 1:100.000 tré séng.
Ty 1& bénh gap & nir nhiéu hon nam. Cac tré mac hoi chang Patau cd trong lugng
khi sinh thap hon mirc trung binh khoang 900g va thuong sinh thiéu thang. Cac
ddu hiéu 1am sang bén ngoai cua hoi ching ndy rat dién hinh thuong dic trung
biéu hién & so va mit: dau nho, tran ngan, khe mat hep, gbc miii rong, tai moc
thap véi vanh tai bién dang, khoang cach giira hai mét giam, da dau thuong bi

loét, c6 u mach mau & ving dau va cham [17],[19].

Hinh 1.4. Tré mdc héi chirng Patau
(Nguon: John Nilcholl, MD, Hong Kong University)

Mot trong nhitng dau hiéu dién hinh nhat cua hoi chiing Patau 1a khe ho
mdi trén va vom miéng & ca hai phia, tat nhiéu ngon & chi. Cac di tat bam sinh
& tim chiém 80,0% truong hop, hé théng bai tiét > 60,0%, hé thong co quan
sinh san chiém 75,0%. Do ¢6 qué nhiéu dj tat ning né, nén nhitng tré méc
hoi ching Patau thuong tr vong trong nim dau (90,0%), trong d6 40,0% la
chét chu sinh [17],[19].
1.1.3.4. Céac bdt thuong NST gidi tinh (X, Y)
Hoi chuing Turner hay monosomy X (45,X)

Hoi ching Turner (TS) 1a bénh ly réi loan NST gigi tinh pho bién nhat,

gay ra mot loat cac bat thuong kiéu hinh ¢ nguoi nit. Cac bat thuong nay 1a



hau qua thiéu hut gen cua cip NST gigi tinh do thiéu hoan toan hoic mot
phan NST giéi tinh X. Tan suat mac TS vao khoang 1/3.000 tré so sinh gai.
Tuy thudc vao sb lugng gen thiéu hut ma biéu hién caa TS rat da dang. Tré
mac TS thuong c6 ¢o to be, thira da gay, toc moc & vi tri thap, phd mu long
ban chan, ham dudi nho. Ngudi mic TS thuong thiéu nang sinh duc, gidi tinh
thir cap khdng phat trién, vo sinh, réi loan noi tiét gay cham phat trién vé thé
chét, d6i khi cham phét trién vé tri tué. Cac di tat tim, than 1a nguyén nhan
gay tir vong som cta cac bénh nhan TS. Dé han ché cac biéu hién bat thuong
ctia TS can theo mot ché do diéu tri dic biét, 1au dai tir giai doan sém va ciing

chi han ché dugc mét phan céc biéu hién caa bénh [17].

Hinh 1.5. Tré mdc héi chieng Turner
(Ngu(;n: Khoa so sinh, Bénh vién Phu san Ha Noi)
Hoi chung Klinefelter (47,XXY)

Hoi ching Klinefelter hay gap nhat ¢ nam giéi véi tan suat 1:500 dén
1:10.000 lan tré so sinh nam, 80% nguoi Klinefelter vai kiéu nhiém sac thé
47, XXY; Mot s6 thé kham 47, XXY/46,XY: 45 X/46,XY/47,XXY ... Sb luong
va mic d6 cua cac triéu chang phu thudc vao sé luong va vi tri cua cac mo té
bao c6 thém NST X. Biéu hién 1am sang cua hoi chimg Klinefelter thuong

khong dac hiéu trong thoi ky tré nho. O giai doan day thi thuong tinh hoan



khong phat trién, mao tinh hoan déi khi 16n hon tinh hoan, tinh hoan teo nho,
dang ngudi gidng nir, ching va to, thuong vo sinh do vo tinh va thiéu tinh.
Ngudi mic hoi chitng Klinefelter bi thiéu tinh c6 thé c6 con nhung can hd trg
sinh san. Mot sé truong hop c6 thé 14y tinh triing tir tinh hoan dé 1am Kk thuat

tiém tinh tring vao bao twong tring [17].
Hoi ching Jacobs (47,XYY)

Tan suat hoi chung Jacobs (47,XYY) la 1/10.000 nam gigi. Nam gi6i
XYY thuong dugc phét hién trong cac chuong trinh sang loc so sinh. 75%
ngudi 47,XYY c¢6 kiéu hinh binh thudng véi tam vdc cao 16n ¢ tudi thanh
thiéu nién. Kha nang sinh san thuong 1a binh thudng. 50% tré mac hoi ching
Jacob can c6 su can thiép gido duc do sy cham phét trién ngbn ngi, doc va
danh van kho khan. Chi s 1Q cua ho thap hon trung binh khoang 10 - 15
diém. Nguoi 47,XYY khdng c6 kiéu hinh hanh vi nhat quan, mot sé nghién
ctru bdo cdo co su gia ting con gian dit va mat tap trung ¢ ngudi mac hoi
chting Jacob. Tuy nhién, hanh vi gay g6 hoic quéa khich khdng thudng xuyén
quan sat dugc ¢ tré em va thanh thiéu nién. Phan 16n ngudi 47,XYY ¢6 cudc

séng nhu nhitng nguoi binh thudng [17].
Trisomy X (47,XXX)

Trisomy X xay ra vai ty 1& 1/10.000 tré gai. Tré mac trisomy X, mic di
c6 tam voc trung binh, nhung khéng co kiéu hinh bat thuong, do vay hau hét
cac truong hop khdng dugc chian doan. Mot s6 nghién cau di chi ra rang
nguoi trisomy X c6 kha nang sinh san binh thuong mac du cé tang nguy co
sinh con bat thuong NST. Chi sé 1Q giam dang ké va khoang 70,0% c6 mot

sb van dé vé hoc tap ¢ nguoi trisomy X [17].
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1.2. Téng quan vé mdt sé xét nghiém sang loc, chian doan trude sinh phat

hién bat thwong NST
1.2.1. CAc xét nghiém sang loc trudc sinh truyén théng
1.2.1.1. Tudi thai phy

Nguy co bat thuong NST tang theo tudi thai phu va giam theo tudi thai.
Ty 18 thai 12 tuan mac trisomy 21 1a 30,0% va thai 16 tuan 1a 20,0% [19].

Trong nhimg nam 1970, theo théng k&, phu nit > 35 tudi chiém 5,0%,
khoang 30,0% mang thai mac trisomy 21. Do vay, nhém thai phu > 35 tudi duoc
X&p vao nhom co nguy co cao. Hién nay, khoang 15% phu nit mang thai > 35
tudi va ty 1 phat hien trisomy 21 chiém 50,0% [4]. Nguyén nhan do tudi thai
phu cang cao thi trang cang chiu nhiéu tac dong tir bén trong cling nhu bén

ngoai, dan dén tang nguy co bat thuong NST.
1.2.1.2. Anh hwéng cia lan mang thai truée dé

Nguy co thai mac trisomy cao hon trén nhiing thai phu c6 tién sir mang
thai trisomy so vé&i nguy co theo tudi thai phu. Thai phu ¢ tién sir mang thai
trisomy 21, nguy co tai mac cho lan mang thai sau 1a 0,75%, cao hon nguy co
theo tudi thai phu & cuing thoi diém mang thai. Do vay, mot thai phu 35 tudi
O tién st mang thai trisomy 21 nguy co ting tir 1:249 (0,4%) dén 1:87
(1,15%) tai 12 tuan thai, va thai phu 25 tudi nguy co tiang tir 1:946 (0,11%)
dén 1:117 (0,86%). Thai phu c6 tién sir mang thai trisomy 18, nguy co tai mic
cho 1an mang thai sau 1a 0,75%, cao hon nguy co theo tudi thai phu va tuoi
thai lién quan t&i nguy co trisomy 18; nguy co trisomy 21 nhirng phu nir nay
khong tang thém. Do vay, nguy co tai mac trisomy 1a dic hiéu cho bat thuong
NST [4].
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1.2.1.3. Siéu @m thai

Théng qua cac hinh anh bat thuong vé hinh thai cua thai trén siéu am
6 thé huéng dén mot sé hoi ching bat thuong NST, trong d6 do mo da gay
(Nuchal translucency - NT) 1a mét chi tiéu quan trong [20]. Pau nhiing nim
1990, lién quan giira taing NT va thai bat thuong NST da duoc ghi nhan, ty 1é
bat thuong NST tir 19,0 - 88,0% twong tng véi NT tir 2 - 10mm. NT ¢ gia tri
tién doan nguy co bat thuong NST véi do nhay trén 80,0%, ty 1¢ duong tinh
gia 12 45% [21], NT > 3mm gip ¢ 90,0% thai nhi mac trisomy 13 hoac
18,80% thai mac trisomy 21 va 5,0% thai binh thudng. Nguy co bat thuong
NST tang gap 3 lan khi NT la 3mm. Nguy co nay tang 18 1an khi NT 1a 4mm
va gap 28 lan khi NT 12 5mm.

Viéc phan tich sy c6 mat cua xwong miii, nhip tim thai, doppler dng tinh
mach, doppler van ba 14 thai nhi bang siéu 4m ciing duoc st dung trong thai ky
1 nham tang ty 1¢ phat hién hoi chang Down. Tir 11 - 14 tuan, khoang 60,0 -
70,0% thai trisomy 21 khong thé siéu 4m duoc xuong mili va dudi 1% thai c6 sb
lugng NST binh thuong khong siéu am dugc xuwong miii [22].
1.2.1.4. Sang loc truéc sinh bang xét nghiém hoa sinh
Thudt toan tinh nguy co cho thai phu

Pé tinh toan nguy co cho thai phy, can phai tinh nguy co mac bénh
(tudi thai phu va tudi thai) két hop véi siéu am va xét nghiém hoéa sinh trong
huyét thanh thai phy, sau d6 st dung cac thuat toan tinh nguy co mic bénh
thuc su cua thai. Thai phu c0 nguy co > 1/250 dugc xem la “nguy co cao”
hodc “sang loc dwong tinh”, nguy co < 1/10.000 duoc xem 1a “nguy co thip”
hoic “sang loc 4m tinh”. Phy thudc vao chién luoc sang loc cua ting nudc,
nhitng thai phu c¢6 nguy co trung binh tir 1/251 dén 1/10.000 trong sang loc
két hop thai ky 1 cd thé s& sang loc thém giai doan 2 va sur dung thuat toan

diéu chinh lai nguy co tir thai ky 1 [23]. Tinh toan nguy co cho thai phu
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thuong sir dung thuat toan tir phan mém FMF (UK) trong sang loc thai ky 1
va phan mém Prisca (Immulite), T21 (Gamma) va Life cycle (Perkin Elmer)
trong sang loc thai ky 2.
sang lgc thai ky 1 (11 - 14 tudn)

sang loc két hop thai ky 1 (Combined first trimester screening - CFTS)
thuc hién tir 11 - 14 tuan thai dua trén tudi thai phy, tién sir trisomy, siéu am
do NT két hop dinh lugng FB-hCG va PAPP-A trong huyét thanh thai phu,
sau d6 dya vao thuat todn tinh nguy co mac trisomy 21, 18 va 13. Pay la xét
nghiém sang loc trudc sinh chuan dang duoc st dung ¢ phan 16n cac nudc
dang phat trién. Phuong phap nay co ty Ié phat hién trisomy 21 t&i 90,0% voi
ty 1€ duong tinh gia 5,0% [23].
sang lgc thai ky 2 (15 - 22 tudn)

Triple test: Tudi thai phu + AFP + hCG + UE3

Quadruple test (Quad test): Tudi thai phu + AFP + hCG + uE3 + Inhibin A

sang loc thai ky 2 thuc hién tir 15 - 22 tuan thai dya trén tudi thai phu két

hop dinh lwong hCG, AFP, uE3 va Inhibin A trong huyét thanh thai phu, sau d6
dwa vao thuat toan tinh nguy co mac trisomy 21, 18 va di tat ng than kinh. Sang
loc triple test c6 ty 1€ phéat hién trisomy 21 la 60 - 70% vdi ty Ié duong tinh
gia la 5%, sang loc Quadruple test co ty I¢ phat hién cao hon la 81% vdi ty 1€
duong tinh gia la 5% [4].
sang loc két hep thai ky 1 va thai ky 2

Sang loc tich hop (Intergrated screening) dua vao siéu am do NT, dinh
lugng PAPP-A két hop véi quad test c6 ty 16 phat hién khoang 96,0% va ty I¢
duong tinh gia 1a 5,0%. Tuy nhién, sang loc tich hop phuc tap, yéu cau déanh
gia siéu am thai ky 1, xét nghiém hoa sinh 2 1an va két qua cudi cung dua ra
vao thai ky 2. Giéng nhu sang loc tich hop, sang loc tuan tu (Sequential

screening) va sang loc phan nhdm (Contingent screening) déu dya vao sang
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loc thai ky 1 va 2 dé dwa ra két qua cudi cung. Tuy nhién, két qua sang loc
thai ky 1 s& duoc tra lai cho bénh nhan. Sang loc tuan tu thuc hién sang loc
thai ky 1 két hop quad test. Bénh nhan nguy co cao s& dugc tu van xét nghiém
chan doan xam lan sém tur thai ky 1. Sang loc phan nhém thuc hién sang loc
thai ky 1 cho tat ca thai phu, sau d6 phan loai nguy co cao, nguy co trung binh
va nguy co thip. Nhém nguy co cao s& duge tu van xét nghiém chan doan
xam lan, nhém nguy co thap s& khdng phai xét nghiém thém, nhém nguy co
trung binh dugc tiép tuc xét nghiém quad test thai ky 2. Ty Ié phat hién
trisomy 21 tir 88,0 - 94,0% véi ty & duong tinh gia 12 5,0% (bang 1.1) [24].

Bing 1.1. Ty 1¢ phat hién va ty 1¢ dwong tinh gid xét nghiém sang loc huyét

thanh thai phu phat hién trisomy 21

Phwong pha . . FPR
& PAP Tuoi thai (tuan) | DR (%) 0 XN sang loc
sang loc (%)
N A Ul
CFTS 11-14 | 820-870| 50 | N1TPAPP-AVaRCG,
™
Triple test 15-22 69,0 5,0 hCG, AFP, UE3, TM
hCG, AFP, UE3,
Quad test 15-22 81,0 5,0 InhibinA, TM
11 - 14, NT + PAPP-A,
Sang loc tich hop 96,0 5,0
sau do 15 - 22 sau d6 Quad test
NT + hCG + PAPP-A,
Sang loc tuan tu 11-14 95,0 5,0 sau d6 Quad test
Sang loc phan nhom | saudo 15-22 | 88,0-94,0 5,0 NT + hCG + PAPP-A,
sau d6 Quad test
11-14
Sang loc tich hop 88,0 50 PAPP-A + Quad
sau do6 15 - 22
NT 11-14 64,0-70,0 5,0 Siéu am
cffDNA >9 99,0 0,5 cffDNA

Ghi chi: CFTS: Sang loc két hop thai kp 1 (Combined first trimester screening); TM: tugi
thai phy, NT: dé mo da gay; DR: ty I¢ phat hién; FPR: ty I¢ duong tinh gia.
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Nhu vay trong cac xét nghiém sang loc trudc sinh bang huyét thanh
thai phu két hop véi siéu &m va mot sé yéu té nguy co co thé ting ty 1& phat
hién 16n dén 96,0% nhung ty 1& duong tinh gid vin kha cao 14 5,0% [22]. Do
vay van can mot phuong phap sang loc c6 ty 1& phét hién cao hon vai ty 18
duong tinh gia thip hon nita dé co thé giam bét cac thu thuat xam lan khéng

can thiét, c6 thé gay anh huong téi thai phu va thai nhi [6].
1.2.2. Cdc phwong phap chin dodn truwéc sinh

1.2.2.1. Cdc phwong phdp Idy mau trong chdn dodn truéc sinh
Phwong phdp \dy mdu xam ldn

Phuong phap 14y mau nay anh hudng truc tiép dén thai va c6 thé gay tai
bién cho thai cing nhu cho thai phu (mat thai, ri 6i,...). Dé giam bt rui ro, viéc
sang loc trudc sinh khong xam 14n nhiing thai phu c6 nguy co cao mang thai bat

thuong NST s& giam dang ké s6 thai phu phai thuc hién xét nghiém nay.

* HUt dich 6i: dugc thuc hién khi thai tir 16 tuan. Dich 6i ¢ céc loai té bao

bi, da, phéi va té bao biéu bi duong tiét niéu caa thai. Ty 16 mat thai do thu thuat
hat dich 6i khoang 0,11% [5].

~ DPaudo siéu am

N

Hinh 1.6. Ky thudt hat dich 6i va ldy méu gai rai
(Nguon: https:/iwww.h3u.com/blogs/post/prenatal-tests-at-which-trimester)
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* iy mau gai rau (Chorionic Villus Sampling - CVS):

K§ thuat CVS duoc thuc hién dau tién vao nhitng naim 1960. Ky thuat
CVS thuong thuc hién tir 11 - 14 tuan thai qua thanh bung, ciing c¢6 thé qua
duong am dao tly theo vi tri banh rau. Uu diém cua CVS la két qua thu dugc
& tudi thai sém hon so véi hit dich 6i. Han ché caa CVS Ia ty 1é mat thai cao
hon hut dich i [5].
Phwong phdp \dy mdu khong xam lan

Hién nay, cac nha khoa hoc dang quan tim dén phuong phap 1y mau
khong xam lan gidip thai phu tranh dugc nguy co mat thai do thuc hién tha thuat
xam 1an. Mau mau thai phu c6 thé sir dung dé phan tich té bao thai hoic phan
tich DNA thai tu do.
1.2.2.2. CAc kyj thudt di truyén dwoc ap dung d@é chan dodn truéc sinh
Ky thudt phan tich bg NST lgp karyotype

Phan tich s6 luong va cu trdc NST dua trén bo NST cua té bao & ky
gitta (metaphase) hoic tién ky giita (pro-metaphase) dé lap karyotype. Ky
thuat dugc str dung phd bién 1a ky thuat nhuém bang G va duoc coi 1a mot
trong nhitng phuwong phéap phan tich di truyén té bao hoc truyén thong [25].
Ky thudt lai hupnh quang tei ché (Fluorescent in situ hybridization - FISH )

K§ thuat FISH sir dung dé xac dinh mét cach hiéu qua s6 luogng va vi tri
cta cac doan DNA dic hiéu trén NST & ky giita hozc trong nhan té bao o gian ky.

Viéc thuc hién ky thuat FISH trén té bao & gian ky gilp cho thoi gian
thuc hién xét nghiém nhanh hon so vai viéc 1ap karyotype [26].
Ky thudt dinh lweong huynh quang PCR (Quantitative Fluorescence -
Polymerase Chain Reaction)

T ndm 1993, k¥ thuat QF-PCR c6 thé chan doan nhanh va chinh xéc
léch boi NST 21, 18, 13 va NST gidi tinh. QF-PCR dua trén co sé sur dung
cac cap moi gan huynh quang dé khuéch dai cac chudi DNA c6 trinh tu lap lai
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ngin (STR - Short Tandem Repeat) dic hiéu cho ciac NST va c¢6 tinh da hinh
rat cao. San pham sau khi khuéch dai duoc dién di phan tach doan va dinh
lwong bang may giai trinh tu DNA tu dong [27].

Ky thugt lai so sanh bg gen (CGH - Array Comparative Genomic Hybridization)

K thuat array CGH cho phép khic phuc nhimg nhugce diém cua ky
thuat karyotype va ki thuat FISH. Vi ki thuat array CGH, bat thuong NST
dang vi mat doan hoic vi nhan doan c6 thé duoc phat hién mét cach dé dang.
Ky thuat array CGH thuc hién viéc so sanh mau DNA can phan tich véi mau
DNA chang va théng qua su khac biét gitra 2 DNA dé phat hién mat doan
hoic nhan doan néu cd trén DNA [28].

Ky thudt Prenatal BoBs (PN BoBs - Prenatal BACs-on-Beads)

K3 thuat PN BoBs la ki thuat di truyén phan tir sir dung rong réi trong
chan doan trugc sinh. Ky thuat dua trén cong nghé s dung mau do 1a cac
dong NST nhan tao cé chta cac doan ngan DNA nguoi ¢6 gan hat tir, thong
qua su khac biét gitra DNA mau véi DNA chimg dé phat hién mat doan hoac
nhan doan trén DNA dua trén kha ning bat cip gitta cadc DNA do véi mot
mach don cia DNA mau theo nguyén tic b sung gitra cac base khi phan tng
lai xay ra [29].

1.3. Tong quan vé DNA thai tw do trong mau thai phu

1.3.1. Lich sir phdt hiégn DNA tw do trong mau thai phu

Nam 1948, lan dau tién, Mandel va Métais bao cdo phat hién acid
nucleic ngoai té bao trong huyét tuong ciia nguoi. Mot sd tac gia khac ciling
c6 nhitng quan sat twong tw nhu vay, nhung phai dén nam 1969, khi
Walknowska va cong su phat hién duoc nhitng té bao lympho mang NST Y
trong mau cua thai phu mang thai nam, ngudi ta méi chac chan dugc rang té

bao thai thuc sy ¢6 luu hanh trong mau thai phu [30]. Nam 1997, Lo va cong
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su phat hién cd su luu hanh cua DNA thai tu do (cell free fetal DNA -
cffDNA) trong huyét trong ctia thai phu mang thai nam khi phéat hién ra trinh
ty cua NST Y [31]. cffDNA chiém 10,0 - 20,0% DNA tu do trong huyét
tuong [32]. Viéc phat hién cffDNA trong huyét twong thai phu duoc coi la
buéc tién dot pha, cho thay cffDNA 1a ngudn mau 1y tuong trong sang loc
trude sinh 1éch boi NST.

1.3.2. Nguon géoc DNA tw do trong huyét twong

Rat nhiéu nghién ctru da ¢ ging tim hiéu ngudn gbc cia DNA tir do luu
hanh trong huyét twong (hinh 1.7). Pau tién la qua trinh chét theo chuong trinh
cua té bao (appotosis) duoc coi 1a dong vai trd quan trong trong viéc giai phong
DNA tu do vao vong tuan hoan [33]. Trong qué trinh qua trinh nay, enzym
caspase duoc kich hoat, din dén sy phan hay cua chat nhiém sic thanh oligo va
mononucleosome, DNA ty do dugc giai phéng to qué trinh phéan huay
nucleosome. Tiép theo 1a mot sé té bao co nhan giai phéng DNA tu do vao
vong tuan hoan. DNA ty do ¢ ngudn géc tir hé thdng tao mau ¢ nguoi khoe
manh va tir nguoi hién trén bénh nhan dwoc ciy ghép tiy xwong. Qua trinh

hoai tir cling dong vai trd trong viéc tao ra DNA tu do trong huyét tuong [34].

Qua trinh chét theo

chwong trinh tébao Hoai twr Bai tiet

Hinh 1.7. Co ché gidi phong DNA tw do
(Nguén:https://www.researchgate.net/publication/310426921)



18

1.3.3. Nguén goéc va dic diém DNA thai tir do trong huyét twong

Nhiéu bang chtmg da chi ra ring DNA thai tu do (cfFDNA) c6 ngudn
géc tur rau thai (hinh 1.8) [35]. cffDNA c6 thé phét hién sém tir 5 - 7 tuan thai
[36]. Nong d6 cffDNA ting theo tudi thai [37]. Ngoai ra, qua trinh chét theo
chuong trinh cua té bao rau thai ting dang ké theo tuan thai va trén nhitng thai
phu tién san giat [38]. cffDNA 1a cac phan manh DNA ngan, 80,0% c6 chiéu
dai < 200 bp, twong dwong doan DNA ngan duogc giai phong tir qua trinh chét
theo chwong trinh cua té bao [39], chiém 10,0 - 20,0% DNA tu do trong huyét
tuong [32]. Thoi gian ban huy trung binh cua cffDNA la 16,3 phuat (4 - 30
phat) [40], cfIDNA khdng thé phat hién sau sinh 2 gio [40]. Céc nghién cau
d3 chi ra cffDNA dao thai qua gan [41]. Ngoai ra, hé théng mién dich cua thai
phu nhu lach va té bao lympho ciing lién quan dén viéc dao thai cFFDNA [42].

(@ XDIX  DNA thai phu
Hinh 1.8. DNA thai te do trong méau thai phu
(Nguén: http://fembryoplus.gr/en/cell-free-dna-nipt)
1.3.4. Cdc yéu té anh hwong dén nong dp cifiDNA

Nong do cffDNA dao dong rat 16n trong qua trinh mang thai va bi anh
huéng cia rat nhiéu yéu té khac nhau. Lo va cong sy dd chimg minh rang
ndéng do cffDNA twong quan thuan véi tudi thai, chiéu dai ddu méng cua thai

(CRL), thai phu c6 hat thudc, nong do PAPP-A, FBhCG, PIGF trong huyét
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thanh thai phu [37],[43], thai phu c6 bénh tu mién (bénh lupus ban doé hé
thong) [44]. Nong d6 cffDNA tuong quan nghich véi can ning va chi s6 khéi
co thé thai phu (BMI) [37]. Nong d6 cffDNA cao gap 1,6 1an & thai phu mang
thai d6i so véi thai don, cac yéu td khac nhu ting huyét ap ciing c6 thé 1am
giam néng do cffDNA, mot sb yéu t6 nhu thai phu mic bénh tiéu duong, bénh
Iy tuyén giap, nhiém virus viém gan B (HBsAg) khong anh huong dén nong
d6 cffDNA [45]. C6 rat nhidu nghién ciru chimg minh nong d6 cffDNA ¢4 lién
quan dén léch bdi NST, nong do cffDNA giam trong trudng hop trisomy 18,
13, monosomy X va thé tam boi, nong d6 cffDNA ting trong truong hop
trisomy 21 [46]. Khong c6 su tuong quan gitta ndong do cffDNA va tudi me,
gidi tinh thai, 3@ mo da gay thai. Tuy nhién, khong phai tat ca cac nghién ctru
déu xac nhan diéu nay [37]. Vi vdy, ACMG (Hiép hoi gen va di truyén y hoc
ctia Hoa Ky) khuyén c4o nén tu van thu thuat xam I4n cho thai phu c6 ndng do

cffDNA thép [7].
1.3.5. Cdc phwong phdp tiép cén tin sinh hoc xdc dinh néong dp cffDNA

Viéc phat hién cffDNA da tao ra mot su thay doi Ion trong sang loc
trugc sinh khdng xam lan (NIPS). Hién nay, mot loat cac phuong phép tiép can
xét nghiém NIPS st dung k§ thuat giai trinh tu gen thé hé méi (NGS) da duoc
phét trién nhanh chdng trong y hoc 1am sang, trong d6 nong do cffDNA la mot
thong sé quan trong dé dam bao do chinh xac cho két qua xét nghiém. Néu co
da noéng do cfADNA trong mau va trong cac giai doan kiém soét chat luong
xét nghiém, thi xét nghiém co thé cung cap sé dém chinh xac cua cac doan
doc DNA. Nong do cffDNA cang Ion, cang c6 kha ning phan biét thai binh
thuong vai thai léch boi NST, dac biét 1a trisomy 21 [47]. Ngudng néng do
cffDNA phat hién trisomy trong mot sé nghién ctu 1a > 4% [48],[49],[50].
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Hién nay, cd nhiéu thuat toan khac nhau dugc sir dung dé tinh todn ndng
d6 cffDNA, cac md hinh thuat toan tinh néng do cffDNA phu thudc vao
phuong phép tiép can caa tieng md hinh (hinh 1.9). Trong cac nghién ctu ban
dau, cac chi thi di truyén nam trén NST Y duogc thira huong tir nguoi cha, nhu
gen SRY, DYS14 va ZFY. Cac marker nay duoc st dung dé xac dinh nong do
cffDNA dua trén ki thuat PCR [51]. Vi du, ty 1& cua nong do cac trinh tu tir
NST Y véi ndng do cac trinh tu tir mot NST muc tiéu duoc stir dung dé xéac
dinh ty 1€ cffDNA. Xét nghiém NIPS st dung phuong phap giai trinh ty song
song s6 luong 16n cac doan DNA ngan (MPS), ty Ié céc trinh ty doc tir NST
Y ¢6 thé dugc coi l1a ty 1é cfFDNA. Mic di nhitng phuong phéap nay rat don
gian va chinh xac nhung chi ap dung cho nhitng thai phu mang thai nam [51].
Phuong phap dua vao sy khac biét da hinh don nucleotide (single nucleotide
polymorphism - SNP) giita DNA tu do cia me va thai. Han ché ctia phuong
phap nay la yéu cau do bao pha khoang 120x bang giai trinh ty dich dé xac
dinh alen cua thai nhi, vi vay gia thanh cua xét nghiém ting 1én rat cao [52].
Phuong phap dua trén kich thuéc DNA ty do, DNA thai ngan hon DNA me.
Str dung giai trinh tu hai chiéu (paired-end sequencing) dé xac dinh trinh tu
cua doan DNA. Phuong phap c6 do chinh xac khéng cao va chi phi cao do
giai trinh tu hai chiéu [38]. Phuong phap dua trén sy khac biét vé dic diém
methyl hoa gita DNA thai va DNA me dé udc tinh nong do cfFDNA (methyl
héa DNA 1a qué trinh gan nhém methyl vao nucleotide cytosine). Phuong
phap doi hoi xir Iy cac gbc CpG va giai trinh tu toan bo bo gen da bisulfite
gay tén kém va khong thé ap dung cho xét nghiém thuong quy [53]. Gan day,
phuong phap dém sé luong doan doc (SeqFF) di dugc phat trién, nham tinh
toan tryc tiép nong do cFADNA tir dir liéu thuong quy ma khdng can thém
thong tin ndo. Trong phuong phap nay, str dung giai trinh tu ngau nhién mot
chiéu (single-end random sequencing), Phuong phap SeqFF sir dung md
hinh hdi quy da bién bao gom 2 md hinh héi quy (mang ludi dan hoi
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(elastic net) va tiéu chuan chon lya tht hang (weighted rank selection
criterion, WRSC)) nham uwéc tinh néng do cffDNA. Pau tién, bo gen duoc
chia thanh nhiéu ving (bin), mdi ving ¢ kich thudc 50kb, sau d6 sir dung mo
hinh héi quy tuyén tinh (weighted linear regression model) két hop dém céac
doan doc DNA trén tat ca cac ving cua NST thuong dé du doan sb luong doan
doc cho NST Y (trong md hinh mang luéi dan hdi) hoic s luong doan doc
DNA cho tung vung riéng biét trén NST Y (md hinh WRSC). Néng d6
cffDNA duogc uadc tinh la trung binh caa hai mo hinh. Phuong phap SeqFF co
thé 4p dung cho ca thai phu mang thai nix [46].
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Hinh 1.9. Céc cdch tiép cin dé xdc dinh nong dp cffDNA
(Nguon: Xianlu Laura Peng, Peiyong Jiang, 2017)
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1.3.6. Ung dung lam sang ciia cffDNA trong huyét twong thai phu

1.3.6.1. Xdc dinh gidi tinh thai va chan dodn bénh di truyén don gen

Viéc x4c dinh gi6i tinh thai biang cffDNA c6 thé thuc hién tir 6 - 7 tun
thai, nham quan 1y sém thai phu c6 nguy co mang thai mic cac bénh di truyén
lién két NST gid1 tinh X nhu bénh tang san thugng than bam sinh, nhuge co
Duchenne, hoi chimg di truyén c6 nhiéu bét thuong, dic biét 1a sy mo ho vé
bd phén sinh duc [54].
1.3.6.2. Xac dinh nhdm mau RhD cua thai

cffDNA duoc tmg dung dé xéac dinh nhém mau RhD thai & nhing thai
phu nhém mau RhD am tinh. Khi thai phu nhdm mau RhD am tinh mang thai
nhém méau RhD duong tinh ¢6 nguy co tao ra khang thé pha v hong cau va
gy ra bénh tan mau tram trong. Viéc phat hién nhdm méau RhD bang cffDNA
trén nhitng thai phu c6 nhom méau RhD am tinh gitp cho viéc quan 1y thai &
giai doan sém [55].
1.3.6.3. Dir dodn nguy co tién sdan gidt

Papantoniou va cong su (2013) da chimg minh & nhiing thai phu tuan
thai tir 11 - 13 tun c6 ndng d6 cffDNA trong huyét tuong ting cao so véi thai
phu binh thudng va nhiing thai phu nay sau dé tién trién thanh tién san giat
[38]. Nghién ctru cua Bianchi (2004) di dua ra gia thuyét nong do cffDNA
ting do 2 nguyén nhan: dau tién 14 do su hoai tir ctia rau thai hodc cac té bao
chét theo chuong trinh, tiép theo 1a do céc tridu chimg ciia tién san giat lam rdi
loan céc chirc ning cua thai phu kéo theo rdi loan sy bai tiét cffDNA [56]. Nhu
vay, co ché cua su gia ting ndng do cffDNA trong tudn hoan thai phu 1a do
tang giai phong cffDNA vao tuan hoan thai phu vi/hodc lam giam lugng DNA
tu do tr mau thai phy. Chinh vi vay, xac dinh néng do cffDNA trong huyét
tuong thai phu c6 gi tri du bao sém nhiing thai phu c6 nguy co tién trién tién

san giat.
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1.3.6.4. cffDNA va hgi ching thai chdm phat trién trong buong ti cung

Hoi ching thai cham phét trién trong budng tir cung (intrauterine
growth restriction - IUGR) 13 mot rdi loan phtrc tap cua thai ky do nhiéu
nguyén nhan khac nhau. Nhiéu nghién ctru di chi ra ndng do cffDNA ¢ thai
phu méc hoi chimg IUGR thdp hon & thai phy mic tién san giat va cao hon

thai phu binh thudng, c6 thé lién quan dén su thiéu dinh dudng rau thai [57].
1.3.6.5. cffDNA va sinh non

Sinh non 1a sinh trudc tuan thi 37 cua thai ky, 1 nguyén nhan chinh
gy tir vong so sinh va nhiing bién chting lau dai ¢ tré so sinh. Nong do
cffDNA 1a mét chi diém tién doan vé rdi loan chirc ning giam oxy mau rau
thai gay sinh non, nong d6 cffDNA ting & nhitng thai phu c6 nguy co sinh
non tu phat cao hon do sinh non hodc do v& 6i sém [58]. Nhiéu nghién ctru
cho rang giai phong cffDNA 14 két qua cta sy khoi dau viée pha v& hang rao

rau thai du doan vé chuyén da [58].
1.3.6.6. cffDNA va c4c bénh Iy lién quan dén quéa trinh mang thai

Vora va cong su cho thdy c6 su trong quan nghich giita chi s6 khéi co thé
(BMI) va nong do cffDNA, c6 thé lién quan t6i ting sy hily hoai m6é m& va qué
trinh apoptosis mach mau [59]. Nong d6 cffDNA ting & thai phu c¢6 ching
nghén ning (HG - hyperemesis gravidarum), do té bao 1a nudi phoi co thé bi ton
thuong nhiéu hon trong sudt qua trinh hinh thanh rau thai.

Nong d6 cffDNA ting trong cac trudng hop tién san giat, sinh non, thai
cham phat trién trong budng tir cung...nguyén nhan do sy pha hily boi hé
théng mién dich thai phu cta cac té bao thai, din dén pha v& hang rao rau
thai, hodc tir rau thai va cac té bao thai trai qua qua trinh chét theo chuong
trinh cta té bao [60].
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1.3.6.7. Sang loc léch boi NST thai

Ung dung phén tich cffDNA dua trén phuong phap giai trinh ty gen thé
hé méi (NGS) bat dau tir nam 2011 [61]. Ké tir d6 dén nay, xét nghiém phan
tich cff DNA (NIPS) duoc tmg dung rong rai trong thuc hanh lam sang, mac
du van chua duoc coi 1a xét nghiém sang loc budce dau. Nhiéu nghién ctru cho
thdy xét nghiém NIPS c6 ty 1¢ phat hién trisomy 21 1én t6i trén 99,0% véi ty
1¢ dwong tinh gia thap 0,1% [7]. Xét nghiém NIPS c6 wu thé hon han cac
phuong phép sang loc trudc sinh truyén théng, gitp lam giam dang ké thu

thuat xAm 14n khong can thiét.
1.4. Giai trinh tw gen thé hé méi ing dung trong xét nghiém NIPS

Giai trinh ty gen thé hé mai (Next-Generation Sequencing - NGS) 1a
cong nghé giai trinh tu dong thoi, thong luong cao dwoc phét trién da vai thap
ky sau ky thuat giai trinh tu cua Sanger [62]. NGS duoc ¢ng dung rat rong réi
trong xét nghiém NIPS. Tuy nhién nong do cffDNA dao dong trong khoang
rat rong, do d6 dé dat duoc d6 nhay va do dac hiéu toi da, xét nghiém NIPS
dwa trén NGS phai xac dinh duoc ca nong d6 cffDNA va kha nang 1éch boi
NST thai.

1.4.1. Nguyén Iy gidi trinh tw thé hé mgi

Phuong phéap giai trinh tu gen thé hé méi hoat dong dua trén nguyén ly
téng hop twong tu nhu giai trinh ty DNA theo phuong phap Sanger, trong d6
DNA polymerase tong hop chudi DNA hinh thanh bang céch sir dung dNTP
gan vao dau 3’ ciia chudi DNA dang téng hop theo nguyén tac bo sung. Tuy
nhién, d6i véi giai trinh ty thé hé mai, thay vi giai trinh tu mot doan don 1¢,
ky thuat nay cho phép giai trinh tu v&i mot luong I6n cac doan DNA khéc
nhau song song tai cing mot thoi diém, tir d6 tiét kiém thoi gian va cho luong

dir liéu dau ra vo cing 16n so véi phuong phap Sanger cil.
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+ Nguyén ly giai trinh tu Illumina st dung céng nghé doc trinh tu theo
nguyén ly tong hop (Sequencing By Synthesis - SBS) két hop véi viéc sir
dung cac nucleotide c6 gan tin hiéu huynh quang va khda ding thuan nghich
dé doc va nhan biét trinh tu mot cach truc tiép (hinh 1.10). Chiéu dai doan
doc DNA khoang 200 - 250bp va thoi gian giai trinh tu la 23 gio. Cac hé
théng may giai trinh tu cua Illumia: HiSeq, HiISCAnSQ, Genome Analyzer
lIX, MiSeq, Next Seq, NOVA Seq.
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Hinh 1.10. Gidi trinh tw téng hep

(Nguén: https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-

molecular-biology/illumina-dye-sequencing)

+ Phuong phap giai trinh tu lon Torrent hay giai trinh tu ban dan (lon
semiconductor sequencing): Xac dinh trinh tu nucleotide trong DNA théng
qua viéc phat hién tin hiéu dién do ion H* dugc giai phong ra trong qua trinh
tong hop DNA bing cac may do pH siéu nhé gan vao chip cam ang ban dan
(hinh 1.11).
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Hinh 1.11. Gidi trinh te ban dédn
(Nguén:https://www.researchgate.net/figure/Semiconductor-sequencing)
Pau tién mot loai ANTP dugc bom vao cac giéng trén dia, DNA
polymerase xuc tc cho phan tng kéo dai chudi DNA, tai d6 timg dNTP dugc
thém vao chudi DNA s& giai phong ra PPi va H*. S6 lugng H* giai phong ra sé ty
1& thuan véi s6 lugng phan tir cia mot loai ANTP duoc gan vao chudi. H* duoc
giai phong s& lam giam pH va ting dién tich & khay cam ang ban dan, dan toi
chénh léch dién thé bo phan truyén cam Gng va xuat hién dong dién, tin hiéu
dién hoa s& duoc ghi nhan & phan mém may tinh. Tung loai dNTP s& duoc bom
vao trong giéng phan ung luan phién ndi tiép nhau. Ghép ndi cac doan DNA da
duoc giai trinh ty bang phan mém tin sinh dé tao ra mot trinh ty day du cua bo
gen. Chiéu dai doan doc chi khoang 100 - 250bp. Thoi gian giai trinh ty nhanh
chi trong 2 - 4 gio, gia thanh ré hon cac hé thdng giai trinh tu thé hé méi khéc.
1.4.2. Ung dung phwong phdp gidi trinh tw gen thé hé mdi trong xét
nghiém NIPS
Hién tai c6 ba phuwong phap khac nhau dé phan tich cffDNA dang duogc
str dung trong 1am sang [63]: giai trinh ty song song s6 lwong 16n ngiu nhién
toan bo bo gen (Whole Genome Sequencing - WGS/Massive Parallel Shotgun
Sequencing - MPSS), giai trinh ty chon loc hay myc tiéu cac vung gen quan

tam bang MPS (Chromosome Selective Sequencing - CSS) va giai trinh tu
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bang phan tich kiéu gen dwa vao da hinh don nucleotide (Single Nucleotide
Polymorphism - SNP). Trong mdi phuong phap phan tich, sir dung cac thuat
toan tin sinh hoc va phuong phap théng ké khac nhau dé tinh toan nguy co
1éch bdi NST.

1.4.2.1. Gidi trinh tu song song sé lwong lén ngau nhién toan bé bé gen

Phuong phép giai trinh ty song song sé lugng l6n ngau nhién toan bo
bo gen (MPSS) hay con goi la phuong phap dém duogc sir dung trong sang
loc léch boi NST dya vao giai trinh tu ngau nhién cac doan DNA trong
huyét twong thai phu. Cach tiép can nay cho phép hang triéu phan manh
DNA ngin duoc giai trinh tu nhanh chong va dong thoi chi trong mot lan
giai trinh ty. Dt liéu sau khi giai trinh tu duoc tong hop va lip ghép thanh
trinh tu bo gen hoan chinh réi so sanh vai trinh tu bo gen tham chiéu dé
xac dinh nguon gbc cua NST. Néu sé luong trinh ty cua NST vuot qué
ngudng dai dién cho NST d6, két qua duong tinh véi trisomy NST [8],[9].
1.4.2.2. Gidi trinh tu myc tiéu c4c ving gen quan tdm bang MPS

Giai trinh tuy muc tiéu cac ving gen quan tdm biang MPS (CSS) la
khuéch dai c6 chon loc va giai trinh tu cac ving gen quan tam [38]. Mau sé&
duoc lam giau nhirng vung NST muc tiéu nhu NST 13, 18, 21, X va Y vdi
nhitmg dau do dac hiéu cua NST trude khi duoc giai trinh tu.
1.4.2.3. Gidi trinh ty bang phan tich kiéu gen dwa vao da hinh don nucleotide

Giai trinh tu bang phan tich kiéu gen dwa vao da hinh don nucleotide
(SNP) la khuéch dai st dung multiplex PCR va giai trinh ty hang ngan SNPs
cua NST muc tiéu. Phuong phap SNP phan tich phan tich luong alen tuwong
d6i tai cac locus da hinh dé phat hién léch boi NST thai [64].

Cac phuong phap giai trinh tu phat hién 1éch boi NST 21 va 18 vai do
nhay va d6 dac hiéu cao, trisomy 13 va léch boi NST gidi tinh ¢c6 d6 nhay va
d6 dac hiéu thap hon. Diéu nay cd thé giai thich mot phan 1a do bién doi trong
qué trinh khuéch dai dan dén ham lugng guanosine-cytosine (GC) khéac nhau
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trong NST 13 va NST X so v4i NST 21 va 18. Ngoai ra, cac phuong phap
giai trinh tu muc tiéu (CSS hoic SNP) s& khdng phéat hién ra nhiing bat
thuong ngoai NST muc tiéu, do vay han ché kha nang phat hién ngau nhién.
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Hinh 1.12. Cac phwong phdp sir dung trong sang loc DNA thai te do
(Nguan: https://www.semanticscholar.org/paper/Prenatal-and-pre-
implantation-genetic-diagnosis-Vermeesch-Voet)
1.4.2.4. Céc nghién citu ing dung phwong phdp gidi trinh tu thé hé méi trong

phan tich cffDNA sang loc léch bgi NST thai trén thé gidi
Trong nhitng nam gan déy, v6i su ra doi cua xét nghiém sang loc trudce

sinh khéng xam lan (NIPS) da lam thay d6i nhanh chéng mé hinh xét nghiém
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truge sinh. Xét nghiém NIPS cung cap mot budc trung gian giiia xét nghiém
sang loc huyét thanh va xét nghiém chan doan xam lan.

Tir ndm 2011, nhiéu té chuc 16n vé san phu khoa va di truyén trén thé
gidi da cong bd khuyén céo sir dung xét nghiém NIPS trong thai ky, bao gom
ACOG (Hoi Thai phu khoa Hoa Ky), SMFM (Ho6i Y hoc thai phu va thai),
ISPD (Hiép hoi Chan doan truéc sinh quéc té), ISUOG (Hbi Siéu am thai phu
khoa Thé gigi), Hoi qudc gia vé tu van di truyén (NSGC) va ACMG (Hiép hoi
vé gen va di truyén y hoc cua Hoa Ky). Céac khuyén cao déu théng nhat nén lya
chon xét nghiém NIPS trén dbi twong thai phu c6 nguy co cao 1éch boi NST
thai. Nguy co cao thudng duoc xac dinh theo tiéu chuan nhu tudi thai phu > 35
tuoi tai thoi diém sinh, két qua siéu am hinh thai thai nghi ngo ¢6 nguy co léch
boi NST, xét nghiém sang loc hoa sinh nguy co cao, tién st mang thai mac
trisomy hoic cha me c6 chuyén doan can bang Robertsonia lam ting nguy co
trisomy 21 hoac trisomy 13 [65].

Nam 2015, lién hiép ACOG/SMFM dua ra khuyén cdo vé viéc thuc
hién cac phuong phap sang loc trudc sinh truyén thong va dua ra mot sb gidi
han cua xét nghiém NIPS, cac phuong phap sang loc trudc sinh truyén thdng
van 12 lya chon ph hop nhat dé sang loc trude sinh cho hau hét thai phu trong
phan 16n dan sb san khoa n6i chung, khéng khuyén céo xét nghiém NIPS trén
thai phu mang thai d6i va da thai. Tuy nhién, ACOG va SMFM déu théng
nhat thai phu mang thai d6i van c6 thé lya chon xét nghiém NIPS va trong
nhitmg truong hop do, nén tu van cho thai phu nhitng wu diém va han ché caa
xét nghiém NIPS. Xét nghiém NIPS duong tinh hay nguy co cao nén tu van
tha thuat xam 1an trude khi dua ra quyét dinh dinh chi thai nghén [66]. ISPD
da dua ra nhiéu phuong thuc sang loc truéc sinh khac nhau nhu sang loc so
cap bang xét nghiém NIPS hoic két hop véi cac phuong phap sang loc trudc
sinh truyén thong khéac [67].

Nhiéu nghién ctu da ching minh xét nghiém NIPS ¢ d6 nhay va do
dic hiéu cao trén nhiing thai phu c6 nguy co cao Vi bat ky phuong phap hay
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hé thng giai trinh ty ndo, diéu nay dic biét dang trong sang loc trudc sinh
véi trisomy 21 va 18 [64],[48],[68]. Trong 1 phan tich tong hop cua Gil va
cong su trén 35 nghién ctiu vé xét nghiém NIPS, trong d6 29 nghién ctu trén
thai phu mang thai don va 6 nghién ctu trén thai phu mang thai d6i, bao gébm
ca nhom sang loc co nguy co cao, nhém sang loc so cap va nhoém sang loc
hon hop [68]. Déi voi cac nghién ctru trén thai don, ty 1& phat hién gop cua
trisomy 21, 18, 13, monosomy X va léch boi NST giéi tinh khéc lan luot 1a
99,7%; 97,9%; 99,0%; 95,8% va 100,0%. Ty l¢ duong tinh gia gop cua
trisomy 21, 18 va 13 déu 1a 0,04%; V&i monosomy X va léch boi NST gidi
tinh khéc 1a 0,14% va 0,004%. Véi nghién ctru trén thai doi, ty 1€ phat hién la
100,0% va ty I¢ duong tinh gia la 0,0% [68]. Nong do cffDNA thap 1a Iy do
chinh khéng c6 két qua NIPS, chiém ty Ié tir 0,1 - 6,1%, mot phan lién quan
dén can ning thai phu va thé tich rau thai nho. Trén 60,0% thai phu s& c6 két
qua NIPS sau xét nghiém lan 2. Thai phu mang thai mac trisomy 18, 13 va
monosomy X hay gap nong do6 cffDNA thap hon so vai thai phu c6 két qua
bo NST binh thuong [66]. Do vay, nén chi dinh thii thuat xam lan véi két qua
xét nghiém NIPS duong tinh hay nguy co cao. Trudng hop két qua xét
nghiém NIPS duong tinh véi trisomy 21 thai ky 1, nén chi dinh ldy mau gai
rau. Trong trudng hop két qua xét nghiém NIPS duong tinh trisomy 18 va 13,
theo ddi tiép bang siéu am, néu phat hién di tat hinh thai trén siéu am lién
quan dén trisomy 18 va 13, nén thuc hién Idy mau gai rau. Néu khdng phéat
hién di tat hinh thai trén siéu am, nén chi dinh hdt dich 6i dé loai trir két qua
xét nghiém NIPS duong tinh gia do kham gigi han rau thai. Két qua xét
nghiém NIPS nguy co thap hodc am tinh, nén tiép tuc theo ddi thai bang siéu
am hinh thai thai nhi.

Nguy co sau xét nghiém duoc sir dung dé thé hién chinh xac hon kha
nang thai mac trisomy. Kha ning thai mac trisomy thuc sy khong chi phu
thuoc vao két qua xét nghiém NIPS ma con phu thudc vao ty 1é mic trisomy

d6 trong dan sb, dugc goi 1a nguy co trudc xét nghiém. Nguy co cho trisomy
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21, 18, 13 duogc giam lan luot 12 333, 47 va 100 lan. Néu két qua xét nghiém
CFTS nguy co trisomy 21 1 1/100 va két qua xét nghiém NIPS nguy co thap,
co hoi thai nhi méc trisomy 21 1a 1/33.300 [68].

Trong mot nghién ctiru so sanh hiéu qua cua xét nghiém NIPS va
CFTS trong dan sé san khoa chung. Xét nghiém NIPS trong nhém dan sé
san khoa chung va nhom nguy co thap déu co ty & phat hién cao, ty I¢
duong tinh gia thip va gié tri tién doan dwong cao hon han xét nghiém
CFTS khi phat hién trisomy 21. Lién quan dén tuoi thai phy, xét nghiém
NIPS c6 d6 nhay cao hon va ty 1& duong tinh gia thap hon so vé&i xét
nghiém CFTS (bang 1.2) [69].

Piéu dang chi y 1 phan Ién cac nghién ctru 1am sang da xac nhan cac
truong hop kham, trudng hop karyotype phéc tap va truong hop nong do
cffDNA thap déu bj loai trir. Diéu nay c6 kha ning lam tang ty 18 phat hién va
giam ty 1€ duong tinh gia caa xét nghiém NIPS [7].

Bing 1.2. Két qud phdt hién trisomy 21 theo tuéi thai phu va nguy co™

CFTS NIPS
Kétqua | 1oy n=15.841 n=11.994 nN=14.957 +
(DSSK chung) | (DSSK chung) (< 35 tudi) (Nguy co thip)
TP 30 38 19 8
TN 14.949 15.794 11.969 14.941
FP 854 9 6 8
FN 8 0 0 0
%, 95% CI
Se | 789(62,7-904) | 1000 (90,7-100,0)% | 1000 (82,4-100,0) | 1000 (63,1-100,0)
Sp | 946(94,2-949) | 99,9(99,9-1000)s | 99,9(99,9-100,0) | 100,0(99,9-100,0)
PPV 34(23-48) | 809(667-909)s | 760(54,9-906) | 50,0 (24,7-753)
NPV 99,9 (99,9-100,0)| 1000 (99,9-100,0)9 | 100,0(99,9-100,0) | 100,0 (99,9-100,0)

Ghi chd: DSSK: dan so san khoa; TP: dwong tinh thdt; FP: dwong tinh gia; TN: am tinh that; FN:
Am tinh gid; Se: dé nhay, Sp: dé dac hiéu; *P 1a gia tri so sanh giira sang loc CFTS va NIPS; #
Nguy co thap dwoc xdc dinh <1/270 trong sang loc CFTS; 7 P=0,008; § p<0,001; { p=0,005.
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Xét nghiém NIPS cé gia tri tién doan duong phat hién trisomy 18 cao
hon han xét nghiém CFTS (90,0% va 14,0%). Ty Ié duong tinh gia phét hién
trisomy 13 cao hon trong xét nghiém NIPS so vai xét nghiém CFTS (0,02%
va 0,25%) (bang 1.3) [69].

Bing 1.3. Két qud phat hi¢n trisomy 18, 13*

Trisomy 18 Trisomy 13
Két qua
CFTS (n=15.841) | NIPS (n=15.841) | CFTS (n=11.185) | NIPS (n=11.185)
TP (n) 8 9 1 2
TN (n) 15.782 15.830 11.155 11.181
FP (n) 49 1 28 2
FN (n) 2 1 1 0
%, 95% CI
S 80,0 (44,4-97,5) 90,0 (55,5-99,7) 50,0 (1,2-98,7) | 100,0 (15,8-100,0)
SP 99,7 (99,6-99,8) |100,0 (99,9-100,0)t | 99,7 (99,6-99,8) |100,0 (99,9-100,0)}
PPV 14,0 (6,2-25,8) 90,0 (55,5-99,7)1 3,4 (0,1-17,8) 50,0 (6,8-93,2)
NPV 100,0 (99,9-100,0) | 100,0 (99,9-100,0) | 100,0 (99,9-100,0) | 100,0 (99,9-100,0)

Ghi chi: TP: dwong tinh that; FP: dwong tinh gia; TN: am tinh that; FN: Am tinh gid; Se: dé nhay
(Sensitivity); Sp: dé dac hiéu (Specificity); * bao gom thai phy mang thai trisomy 13 duwoc chon vao
nghién cuizu sau thang 9/2012; # P so sanh véi CFTS.

Khi so sénh hiéu qua xét nghiém NIPS trén nhiing thai phu c¢6 nguy co
cao Véi cac phuong phap sang loc trudc sinh khac, xét nghiém NIPS da duoc
ching minh 1a c6 ty 1& phat hién cao, ty 1é duong tinh gia thap hon va co thé
duoc thuc hién & tudi thai sém hon. Trong cac nghién ctu tiép theo, diéu tra hiéu

qua 1am sang & nhém thai phu c6 nguy co thap hoic néi nhém dan sb san khoa
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chung, xét nghiém NIPS tiép tuc cho thiy d6 nhay va d6 dic hiéu cao hon khi so

sanh vai cac phuong phap sang loc trudc sinh khac, (bang 1.4) [70],[71].

Bdng 1.4. So sanh cac phwong phap sang loc

Phwong phap cffDNA CFTS STS Sang lgc tich hop
oy PAPP-A: 9-13; NT: 10-13

Tudi thai (tuan) > 10 11-14 15-24

QS: 15-24
Ty l¢ phat hién (%)
Trisomy 21 99,2 82,0-87,0 81,0 94,0-96,0
Trisomy 18 96,3 81,0 60,0 90,0
Trisomy 13 91,0 Gidi han N/A Gidi han

Ghi cha: sang loc tich hgp: NT, PAPPA, FBhCG, sang loc Quad; NT: dé mo da gay;
STS/QS:sang loc thai ky 2 (Second Trimester Screening/Quad Screening); w: tudn thai
(week); T: trisomy; N/A: khéng cung cdp (not applicable).

Trong mot phan tich tong hop caa Sian va cong sy danh gia tinh chinh
xac cua xét nghiém NIPS phat hién trisomy 21, 18 va 13 su dung phuong
phap giai trinh tu MPSS, DANSR (Digital ANalysis of Selected Regions -
Phan tich k§ thuat sé ctia cac ving chon loc) va SNPs. Tong sb 41, 37 va 30
nghién ciu trén 2012 bai b4o cho thay xét nghiém NIPS c6 d6 nhay, do dac
hiéu cao trén ca do6i tugng nguy co cao va doi twong dan sé san khoa chung,
do vay xét nghiém NIPS c6 thé dugc coi 1a mot xét nghiém sang loc truge
sinh hiéu qua nhat sang loc trisomy 21, 18 va 13 [72]. Su chinh x4c cua xét
nghiém khong c6 su khac biét gitra 3 phuong phap MPSS, DANSR va SNPs.
Mac du xét nghiém NIPS cé gia tri nhung khéng thuc sy hoan hao, khi so
sanh d6 nhay dua vao nhém nguy co va tudi thai. Nghién ciu cho thiy do
nhay cta xét nghiém NIPS cao hon trén nhom nguy co cao cling nhu nhom
thai phu thai ky 2 va 3. Trong nhém quan thé dan s6 san khoa chung ciing nhu
nhom thai phu thai ky 1, xét nghiém NIPS c6 d6 nhay thap hon. Xét nghiém

NIPS c6 d6 nhay trén nhdm thai phu mang thai don cao hon trén nhom thai
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phu mang thai doi trong sang loc trisomy 21. Ngoai ra, xét nghiém NIPS c6

kha ning that bai cao trén nhém thai phu c6 can nang cao (béo phi) va thu

tinh 6ng nghiém. Do vay, khong nén sir dung két qua xét nghiém NIPS duong

tinh dé tu van thai phu dinh chi thai nghén, vi trong nhém dan sé san khoa

chung c6 dén 20,0% két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia voi trisomy 21.

Ty 18 két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia cao hon véi trisomy 18 va 13,

tuy nhién ty 18 két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia rat khac nhau giira cac
nghién cau (bang 1.5) [72].

Bing 1.5. Két qud sang loc trisomy 21, 18, 13

_ Po chinh xac | Ty 1é mac ] Kha ning
Trisomy Keét qua PPV (%0) | = | )
(%) bénh (%) am tinh gia
Sang loc trén nhom dan so san khoa chung (n = 100.000)
_ Se=95,9; Sp=99,9 TP=417; FP=94
Trisomy 21 0,43 82,0 1/557
(6 NC) TN=99.471; FN=18
) Se=86,5 Sp=99,8 TP=89; FP=154
Trisomy 18 0,10 37,0 1/7194
(5 NC) TN=99.744; FN=14
Se=77,5; Sp=99,9 TP=40; FP=42
Trisomy 13 0,05 49,0 1/8.506
(5 NC) TN=99.906; FN=12
Sang loc trén nhom thai phu nguy co cao (n = 10.000)
) Se=97,0; Sp=99,7 TP=324; FP=31
Trisomy 21 3,33 91,0 1/1.054
(22 NC) TN=9.636 ; FN=9
) Se=93,0; Sp=99,7 TP=140; FP=26
Trisomy 18 15 84,0 1/930
(19 NC) TN=9.824; FN=11
Se=95,0; Sp=99,9 TP=47; FP=7
Trisomy 13 0,5 87,0 1/4.265
(11 NC) TN=9.943; FN=3

Ghi chii: TP: dwong tinh thit; FP: dwong tinh gia; TN: am tinh that; FN: Am tinh gia; PPV: Gia

tri tién dodan duong; NPV: gia tri tién dodn dm; Se: do nhay; Sp: dé dac hiéu; NC: nghién cizu.
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Nhiéu nguyén nhan dan dén két qua két qua xét nghiém NIPS duong
tinh gia da dugc bao cao nhu kham khu trd ¢ rau thai (Confined Placental
Mosaicism - CPM) dic trung boi sy khac biét vé bo NST gitra thai va rau thai,
CPM Ila yéu té chinh gay ra két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia. Nhiéu
nghién ctru da chang minh CPM 1a mét hién tugng sinh hoc tuong d6i phd bién
(1,0 - 2,0% thai phu) [73] do 16i phan chia NST trong qua trinh phan bao phan
bao tao hop tir. Té bao 14 nudi phdi co ngudn gbc tir té bao sinh chét cua phoi
nang khong phai lic nao ciing dai dién cho thai, trong khi té bao thai c6 ngudn
goc tir khéi té bao bén trong (hinh 1.13).

Binh thwdng
©) Trisomy
NIPS dwongtinh gia

ﬁlPs am tinh gia
Hinh 1.13. Biéu dé khim NST
A: Kham thai va rau thai; B: Kham gigi han rau thai (CPM); C: Kham thai
(Nguon: Kalousek DK (1990). Confined placental mosaicism and
intrauterine development. Pediatr Pathol 10(69))

Tiép theo 1a hién twong mat 1 thai trong thai d6i (Demise of Co-
Twin/vanishing twin) [74], nguoi ta ude tinh c6 dén 15,0% xét nghiém NIPS
duong tinh gia 1a két qua cua thai bi mat [75]. Khong c6 huéng dan chinh
thic ndo cho biét DNA ty do caa thai mat s& ton tai trong thoi gian bao lau.
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Do d6, khong nén chi dinh xét nghiém NIPS trong truong hop mat mot thai
trong thai d6i. Nén yéu cau thai phu siéu am tai thoi diém lam xét nghiém

NIPS dé loai trir trudng hop mat mot thai trong thai doi.

o2 O

Phéi M4t thai trong o s
thai d6i L4 nudi phdi ciia thai mat van
ton tai trong budng tlr cung

(=2
o—o—&B—¢
_‘_r -

Phdi  LGi phanchia

Kham thai thue sw

Hinh 1.14. Cdc trwong hop dwong tinh gid ciia xét nghi¢m NIPS
A: Mdt thai trong thai déi; B: Kham khu tri ¢ rau thai

(Nguén: https://nextbio.co.za/category/medical_articles/medical-embryodx/

Confined placental mosaicism and its impact on confirmation of NIPT result)

Mot nguyén nhan quan trong nira dan dén két qua xét nghiem NIPS
duong tinh gia 1a do thai phu c6 bat thuong NST. Thai phu chua dugc phat
hién kham trude day (vi du: kham hoi ching Turner mic do thap) c6 thé dan
dén két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia véi léch boi NST gigi tinh thai
[76],[77]. Bién thé s6 luong ban sao cia me (CNV) 1a thay dbi vé ciu tric NST
do nhan doan hoiac méat doan mot viing gen. Khi viing gen cua thai phu dugc
nhan Ién s& 1am ting hodc giam chiéu dai cia NST d6. Két qua giai trinh tu, c6
su biéu hién qua muc hoic khong ding muc sé lugng doan doc DNA tir NST
c6 chira CNV so véi NST tham chiéu, s& dan dén tang hoic giam nong do
cffDNA, din dén két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia véi trisomy, vi mat
doan hoac vi lap doan NST [78].
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Thai phu c6 khéi u hodc ung thu 4c tinh ciing 13 nguyén nhan dan dén
két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia. Bao cao dau tién vao nim 2013, thai
phu cd két qua xét nghiém NIPS duong tinh véi trisomy 13 va monosomy 18,
xét nghiém chan doan tir dich 6i c6 két qua xét nghiém karyotype va
microarray binh thuong. Thai phu sau d6 dugc chan doan mic ung thu biéu
mo than kinh di cin giai doan sau sinh [79]. Sau d6, bénh Iy ung thu ac tinh &
thai phu da tr¢ thanh mot phan cta chan doan phén biét cho két qua xét nghiém
NIPS bat thuong. Nguoi ta cho rang DNA ty do c6 xuat phét tir cac té bao &c
tinh dugc giai phong vao vong tuan hoan cua thai phu tir qua trinh chét theo
chuong trinh cua té bio. Ung thu ac tinh d3 bao cdo bao gdm ung thu biéu md
té bao than kinh, ung thu hach khong Hodgkin, bénh bach cau cap tinh, ung thu
hau mon va ung thu dai truc trang. Bettegowda va cong su da chi ra ring DNA
tu do dugc tim thiy ¢ 80,0% bénh nhan c6 ung thu di can va & 50,0% bénh
nhan c¢6 ung thu tai chd [80]. Udc tinh 20,0 - 44,0% thai phu ¢ nguy co mac
bénh ung thu néu két qua xét nghiém NIPS duong tinh ciing lGc véi nhiéu loai
léch boi NST. Nhitng dit liéu ndy can dugc xac nhan thém tir nhiéu nghién cau
b sung tiép theo trudc khi ¢ thé dua ra khuyén nghi vé cach danh gia xét
nghiém NIPS [81].

Két qua xét nghiém NIPS am tinh gia gip trong kham thai (True Fetal
Mosaicism - TFM), thai nhi c6 dong té bao bat thuong, trong khi rau thai lai la

dong té bao binh thuong, mac di kha ning nay hiém xay ra [82].

Ty Ié that bai trong xét nghiém NIPS dao dong tir 0,0 - 12,7%. Trong
s6 thai phu lay lai mau lan 2, ty Ié that bai khi lap lai xét nghiém la 13,9%.
Mot s6 bang ching chi ra ty 18 that bai cia xét nghiém NIPS trén thai phu
mang thai tir 10 tuan 1a 5,9%. Nghién ctu twong tu cho thay ty 1& léch boi
NST thai ting 23,3% trong cac mau xét nghiém NIPS that bai khi so sanh Vi
ty 1& 1éch boi NST phét hién ngau nhién la 10,9%. Norton va cong su tim thay
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su khac biét c6 y nghia théng ké giira ty I trisomy & nhom xét nghiém NIPS
that bai 13 2,7% cao hon & nhdm dan s6 san khoa chung 1a 0,4% [69]. Ngoai
ra, sy khdng phu hop giita két qua xét nghiém karyotype va két qua xét
nghiém NIPS c6 thé do sai s6t trong qué trinh giai trinh tu. Nong d6 cffDNA
thap co thé dan dén két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia hoac am tinh gia.
Vi vy, dam bao chit lwogng giai trinh ty giGp giam thiéu that bai trong xét
nghiém NIPS, s& 1am cai thién thoi gian tra két qua do xét nghiém Iap lai 1a

vu tién hang dau caa xét nghiém NIPS [69].

Xeét nghiém NIPS duogc st dung rong réi trong thuc hanh 1am sang gitp
lam giam ty I& tha thuat xam 1an. Song va cong su bdo cao xét nghiém NIPS
gip lam giam trén 95,0% céac tha thuat xam lan trén thai phu nguy co cao va
giam trén 99,0% ty 1é mat thai lién quan dén thu thuat xam lan [83]. Nghién
ctru hoi cau 16n, trén 15.000 mau dugc thyuc hién trong 9 nam tai 1 Bénh vién
& Hoa Ky cho thay xét nghiém NIPS gitp lam giam 76,0% ty I& hat dich 6i va
54,0% ty 1& 1dy mau gai rau [84]. Nghién ctru so sanh hiéu qua xét nghiém
NIPS véi xét nghiém sang loc truéc sinh truyén théng trén 100.000 thai phu
tai Bi, cho thay xét nghiém NIPS da lam giam 94,8% céc thu thuat xam lan
khong can thiét, giam 90,8% ty 1¢ mat thai lién quan dén tha thuat xam l1an va
tang 29,1% ty 1& phat hién thai mac trisomy [85]. Nhiéu nghién cau khac da
x4c nhan hiéu qua giam ty I& tha thuat xdm lan tai cac trung tdm chan doan
trudce sinh [86].

1.4.3. Nghién ciru vé DNA thai tw do tai Viét Nam

Tai Viét Nam, cac nghién ciu phan tich DNA thai tuy do (cffDNA)
trong sang loc va chan doan trude sinh van con han ché. Nam 2010, Nguyén
Thanh Thay va cong sy ding PCR 16ng phat hién cffDNA tir huyét thanh me

va ung dung trong chan doan trudc sinh [87]. Nam 2014, Triéu Tién Sang va
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cong su da budc dau xay dung duoc quy trinh chiét tich DNA tu do, phét
hién cffDNA trong huyét twong thai phu bang ki thuat PCR cho thay nong do
cffDNA & cac trudng hop thai Iéch boi NST cao gap 4,5 1an so véi truong
hop khdng léch boi NST, cffDNA chi ton tai sau sinh khoang 2 gio [88]. Nam
2019, Nguyén Thi Phuong Lan va cong su st dung ky thuat Realtime PCR
phat hién cffDNA trong huyét twong thai phu du bao sém tién san giat, két
qua cho thdy ndng d6 cffDNA trong huyét twong thai phu c6 xu hudng ting
dan theo tudi thai twong wng [89]. Xét nghiém NIPS sang loc lIéch bdi NST
thai bang phuong phap giai trinh tu thé hé méi da dugc gigi thiéu vao Vieét
Nam trong nhitng nim gan diy boi mot s6 cong ty tu nhan. Hau hét céc
truong hop mudn thuc hién xét nghiém NIPS thuong phai ldy mau va gui
sang nudc ngoai giai trinh ty va phan tich két qua. Cho dén thang 5/2016, xét
nghiém NIPS dugc chinh thac trién khai dau tién tai Trung tdm Sang loc,
Chan doan trude sinh va so sinh, Bénh vién Phu san Ha Noi trén hé thong
may giai trinh tu gen thé hé mai lon Torrent. Sau d6, Bénh vién Tir D va mot
s6 cong ty tu nhan ciing bat dau trién khai xét nghiém NIPS trén cac hé théng
va céc kit hoa chat khac nhau. Tuy nhién, chua c6 mot nghién ciu nao & mién
Béc Viét Nam cong bd vé gia tri cia xét nghiém NIPS trong phat hién léch boi
NST thai. Vi vay, rat can nghién ciu danh gia vé hiéu qua cua xét nghiém
NIPS trén hé thong giai trinh tu gen thé hé méi, gilp céac thay thudc 1am sang
c6 thém mot phuong phap sang loc Iéch boi NST thai tir giai doan sém, giup

giam thiéu nguy co ciing nhu cac bién chung trén thai phu va thai nhi.
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Chuong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twong nghién ciru

- Sang loc trudc sinh khdng xam lan phan tich cffDNA dugc tién hanh
véi dbi twong thai phu c6 nguy co cao mang thai 1éch boi NST do sang loc
bang c4c xét nghiém trudc sinh truyén théng (CFTS va triple test) tai Bénh
vién Phu san Ha Noi tir ndm 2016 dén nam 2019,

- Chat liéu nghién ctu: 10mL méu tinh mach duoc lay vao dng chuyén
dung Cell-Free DNA BCT (Streck BCTSs).

2.1.1. Tiéu chuén lwa chon

Nhiing thai phu mang thai don tir 10 tuan thai duoc sang loc bang cac xét
nghiém trudc sinh truyén thong co6 nguy co cao mang thai léch boi NST, co it
nhat mot trong nhiing tiéu chuan sau dugc chon lam d6i tugng nghién cau:

- Tudi thai phu > 35 tudi khi sinh.

- Siéu &m thai nhan thay c6 tang nguy co 1éch boi (NT > 2mm).

- Tién sir mang thai trudc c6 léch boi NST, thai chét luu, say thai nhiéu lan

- Tién sir gia dinh c6 ngudi léch boi NST.

- Xét nghiém sang loc trudc sinh c6 nguy co cao mang thai léch boi
(nguy co trisomy 21, 18, 13 > 1/250), bao gém sang loc thai ky 1 (CFTS)
hoac thai ky 2 (triple test).

- Thai phu ddng y tham gia nghién cau.

2.1.2. Tiéu chudn logi trir
Nhitng thai phu sau khong duoc chon lam dbi twong nghién cau:
- Thai phu mang thai < 10 tuan.

- Thai phu mang da thai hodc mat mot thai trong thai d6i (Vanishing Twins).
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- Thai phu ¢4 tién su truyén méu, phiu thuat ghép tang, diéu tri té bao
géc, lieu phap mién dich, xa tri trong vong 3 thang.

- Thai phu duogc cho tring, thai phu mang thai ho.

- Thai phu c6 léch boi NST, thai phu mac bénh bénh ung thu 4c tinh.

- Thai phu khéng dong y tham gia nghién cuu.
2.2. Phuwong phap nghién ciru
2.2.1. Thiét ké nghién ciru

Nghién ciu md ta cit ngang, két hop véi dbi chiéu thuc té (tinh trang
cua tré khi sinh ra, ...) 1 thang sau sinh.
2.2.2. Cé méu nghién ciru

Puoc tinh theo cdng thic tinh ¢& mau danh cho cac nghién cau chan
doan [70].
C& miu xac dinh d6 nhay:

W= 72 Sen (1 — Sen)
1-/2 w2 Pais

Trong do:
Z? /¢ 12 gid tri toi han cuia phan phdi chuén, véi do tin cay 95% thi
7%y /5= 1,962
Sen : d6 nhay, xac dinh tir nghién ctru trudc Sen = 0,99.
W: sai s6 ctia nghién ctu, chon W=0,018.
Pais: ty 18 luu hanh bénh trong quan thé, theo nghién cau caa Tran
Danh Cuong, py;= 0,11 [15].
Véi cac gia tri trén, cd mau dé xac dinh do nhay 1a 1068. Dy phong ty 1é

that bai va bo cudc (10%) va [am tron, nghién ctiu véi ¢ mau can thiét 1a 1200.
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C& mau xac dinh do dic hiéu:

_,2 Sp(d-35p)
TR WR( - pa)

n

Trong do:
Z?_ o/t 12 gia tri toi han ciia phan phdi chuén, véi do tin cay 95% thi
Z3_ /o= 1,967
Sp: @6 dac hiéu, xac dinh tir nghién ctu trude Sen = 0,98
W: sai s6 cuia nghién ctu, chon W=0,018
Pais. ty 18 luu hanh bénh trong quan thé, theo nghién cau cua Tran
Danh Cuong, py;,= 0,11 [15].

Vi céc gié trj trén, c& mau dé xac dinh d6 dic hiéu 1a 212. Dy phong
ty 1¢ that bai va bo cudc (10%) va lam tron, ta nghién ciu véi ¢ mau can
thiét la 300.

Nhu vay ¢& mau caa nghién ciu 1a 1200.

Thuc té, nghién ctru da chon dugc 1231 thai phu du tiéu chuan va déng
y tham gia nghién ctu.

2.2.3. Phwong tién nghién cuu

Cac phuong tién phuc vu cho nghién ctru dugc st dung tai Trung tam
Sang loc, Chan doan trudc sinh va so sinh, Bénh vién Phu san Ha N§i c6 tiéu

chuan chinh x4c cao.
2.2.3.1. Trang thiét bj va may mac phuc vy nghién citu

- May ly tdm lanh st dung cho 6ng mau 10mL; 1,5/2 mL.

- May tach chiét DNA tu dong: PerkinElmer Prepito-D.

- May quang pho phan tich chudi DNA kép: Life Technologies.
- Méay phén tich DNA tu dong: LabChip GX Touch 24.

- Hé thdng tinh sach nudc téi 18MQ: ELGA PureLab flex 2.
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- May PCR: Thermo Fisher 2720.
- May chuan bi va xtr Iy mau trén chip ban dan: lon Chef.
- May giai trinh tu gen str dung chip ban dan: lon Proton.
- May lic, may ly tam dia vi tim, gia d& c6 hoat tinh tir trudng.
- May ly tam MiniSpin, may ly tdm cho chip ban dan (lon Chip).
-Ong Cell-Free DNA BCT (Streck BCTS).
2.2.3.2. Hoa chadt

- Hoa chat tach DNA tu do: Free Circulating DNA kit (Chemagen).

- Hoa chat phan tich kich thudc va nong do DNA: DNA High Sensitivity
Reagent Kit va LapChip DNA Extended Range (Perkin Elmer).

- Hoa chat do nong ¢ DNA chudi kép: Qubit dsDNA High Sensitivity
Assay kit (Life Technologies).

- Hoa chét tinh sach DNA st dung tir tinh: AMPure XP kit (Beckman).

- Hoéa chat chuan bi mau va nhan ban DNA: lon Plus Fragment Library
kit (Life Technologies).

- Hoa chat gian barcode DNA vao mau: lon Xpress Barcode Adaptors 1-
16 kit (Life Technologies).

- Héa chat chuan bi mau trén chip ban dan: lon Pl Hi-Q Chef kit (Life
Technologies).

- Chip ban dan st dung cho qua trinh giai trinh tu: lon P1 Chip V3.
2.2.4. Cac chi tiéu nghién ciru
2.2.4.1. Bdnh gid cdc ddc diém chung ciia doi twong nghién ciru

- Tudi thai phu (ndm): tai thoi diém lam xét nghiém NIPS, duoc chia
thanh cac nhém: 20 - 24, 25 - 29, 30 - 34, 35 - 39, > 40 tudi.

- Nghé nghiép: can bo cong chirc, ndng dan, nghé khac.
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- Pia du: Ha Noi va céac vung khac.

- Cén ning thai phy tai thoi diém lam xét nghiém NIPS (kg), chiéu cao
thai phu (cm), chi s6 khdi co thé (BMI, don vi tinh kg/m?).

2.2.4.2. Ung dung phwong phdp gidi trinh tw gen thé hé mdi phat hién léch
béi NST 21, 18, 13, X, Y bang DNA ty do trong mdu thai phu

Chi dinh thai phu lam xét nghiém NIPS

- Tudi thai (tudn, ngay): dua vao ngay dau cua ky kinh cubi hodc theo
siéu &m quy 1. Tudi thai dugc phan lam 3 nhém: 10 - 13 tudn 6 ngdy, 14 - 20

tuan 6 ngay, > 21 tuan.
- Yéu t6 nguy co cia thai phy lam xét nghiém NIPS:
+ Tudi thai phu > 35 tudi khi sinh.

+ Két qua xét nghiém CFTS va triple test: Thai phu ¢6 nguy co cao mang
thai léch boi NST. Phan mém FMF tinh toan nguy co cho xét nghiém CFTS,
phan mém TCSOFT PNS New cho xét nghiém triple test:

* Nguy co cao (dwong tinh) véi trisomy 21, 18, 13: Thai phu cé nguy

co cao (duong tinh) khi ¢6 tir mot nguy co > 1/250 tro 1én.

* Nguy co thap (&m tinh) véi trisomy 21, 18, 13: Thai phu c6 xét
nghiém sang loc nguy co thap (&m tinh) khi nguy co < 1/250. Tuy nhién,

khong loai trir hoan toan kha nang tré 6 thé bi di tat bam sinh.

+ Siéu am hinh thai bat thuong nghi ngo ¢6 lién quan dén bat thuong
NST. Cac bt thuong siéu 4m duoc danh gia boi cac bac sy chuyén khoa
chan doan hinh anh va san phu khoa cé kinh nghiém tai Bénh vién Phy san
Ha Noi.
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Cic théng sé ciia quy trinh gidi trinh tw
- Panh gia chét luong tach DNA, tao DNA thu vién danh gia qua théng so:
+ Nong d6 DNA ty do (ng/pL).
+ Nong do DNA thu vién (ng/pL) va kich thuéc DNA thu vién (bp).
- Panh gia chat luogng chip giai trinh tu

DNA thu vién gan I&n bé mit hat ISP (lon Sphere Particle) théng qua
budéc lai gitra P1 véi adapter trén bé mat hat ISP (lon Sphere Particle), sau do
duoc lam giau trong moi truong emulsion PCR (ePCR) va nap vao chip giai
trinh ty. Tuy thudc vao nong dd6 DNA thu vién duoc pha lodng ma c6 thé co
hon 1 loai DNA gan lén bé mat hat ISP gay nén polyclonal, 1am giam s
lwgng giéng trén bé mit caa chip giai trinh tu. Polyclonal cang cao, dit liéu
dau ra cta giai trinh tu cang giam. Do d6, DNA thu vién can dugc pha lodng
tGi ndng do t6i wu dé polyclonal la thap nhat. Ngoai ra, cac trinh tu DNA kém
chat luong (low quality), khong xac dinh dwoc tin hiéu cua trinh ty DNA
chuan (key signal), adapter dimer (su hinh thanh dimer gita cac adapter véi

nhau) ciing anh huéng téi chat luong hat ISP.
Do d6 hiéu qua cua chip giai trinh tu duoc danh gia bang cac théng sb nhur:

+ Mat d6 hat ISP duoc danh gia bang mau sac biéu do nhiét, mat do hat
ISP nap vao giéng (ISP loading) biéu hién bang ty I& %, sb luong giéng chtra
hat ISP (triéu).

+ Dit lidu kiém tra chat luong mau thé hién bang test fragment (TF-C
va TF-1) dat chat luong.

- Panh gi4 chat lugng hat ISP qua cac théng so: ty 1& (%) hat ISP ¢6
trén 1 loai DNA (polyclonal), cac trinh ty kém chat luong (low quality), hat
ISP dat chat luong hay trinh tu DNA c¢6 thé sir dung duoc (usable reads).
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- Chét lwgng giai trinh tu

Toan bo trinh tu doan doc DNA duoc giong hang, 1ap ban dd va so
sanh véi trinh ty chuan bo gen nguoi (hgl9). Chat luong giai trinh ty duoc

danh gia qua cac théng sé:
+ Sb lugng doan doc DNA khép (Aligned read).
+ Chiéu dai doan doc DNA (bp).

+ Do gan chinh xac Ién trinh tu hg19 cua cac doan DNA duoc biéu thi
bang ty Ié chat luong khop (Aligment quality - AQ) véi gia tri AQ17 (2% xay
ra 16i) va AQ20 (1% xay ra 1i).

- Panh gia két qua giai trinh tu:

+ Trinh tu nhitng doan doc DNA bit cip chi véi mot vi tri trén bo gen

hg19 dugc coi 1a trinh ty duy nhat (Unique Reads - URs). URs > 2 triéu doan
doc DNA.

+ Dir liéu giai trinh tu (Data Noise - DN): Binh thuong DN < 3,5; Mau
that bai khdng tra duoc két qua khi DN > 3,5.

+ Nong d6 cffDNA (DNA thai ti do): St dung thuat toan SeqFF (wéc
tinh cfFDNA (FF) dua trén sé lugng doan doc DNA) duoc YOUNGENE tng
dung tich hop trong phan mém phan tich tu dong xac dinh nong do cFDNA.
Thuat toan SeqFF st dung md hinh hdi quy da bién nham wdc tinh néng do
cfFDNA bao gom 2 md hinh hdi quy nhu mang lugi dan hoi (elastic net) va tiéu
chuan chon lya thir hang (weighted rank selection criterion, WRSC). Dau tién,
b gen duoc chia thanh nhiéu ving (bin), mdi ving c6 kich thude 50kb, sau d6
str dung mé hinh hdi quy tuyén tinh (weighted linear regression model) két hop
dém cac doan doc DNA trén tat ca cac ving cia NST thuong dé du doan sd

luong doan doc cho NST Y (trong mé hinh mang ludi dan hoi) hoic sb luong
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doan doc DNA cho tirng ving riéng biét trén NST Y (md hinh WRSC). Néng
do cffDNA duogc udc tinh la trung binh cua cua hai mé hinh.

Binh thudng nong do cffDNA > 3,5%;

Xét nghiém NIPS that bai khi ndng d6 cffDNA < 3,5%.

+ Diém z-score (Z) sir dung dé danh gia nguy co 1éch boi NST: diém z-
score duoc tinh trén mot phan cua téng sé dix liéu thu thap dugc (vi du 0,15%
d6i voi NST 21). Y tudng co ban cua phuong phap tiép can diém z-score 12 sau
khi giai trinh tu, hang triéu cac doan DNA ngan s& dugc lap ban do so sanh véi
trinh ty DNA tham chiéu dé xac dinh ngudn gbc ting NST. Két qua cua ting
thai phu sau d6 c6 thé duoc so sanh véi dix liéu tham khao nay, va diém z-score
c6 thé duoc tinh cho mdi NST.

cong thite tinh diém z-score:
Z-scoremiu = (Pmiu -Pmean miu tham chiéu)/ SDmean mau tham chiéu

(P =ty 16 caa NST quan tdm; SD = d6 Iéch chuan - standard deviation)

Trong cong thic trén, diém z-score duoc tinh cho mot NST (A), Pra 12
phan dit liéu doc ma khép duoc vao NST A tai 1an giai trinh tu d6, Prean 12 dit
liu doc duoc va khép vao NST A trong co so dit liéu tham chiéu. SD 1a d6
léch tiéu chuan cia NST A. Trong truong hop lIéch boi NST, thém hoac bét
tuong dbi cia NST léch boi so voi NST ludng boi, diém z-score ctia NST khao
st s& léch khoi gi4 tri trung binh do duoc trong cac lan mang thai binh thudng
biéu hién bang biéu d6 phan bd chuan (hinh 2.4). Nhu vay, néu nong do
cffDNA thap thi su khac biét gitra P va SD qua nho dé c6 dugc mot diém z-
score c6 y nghia, chinh vi vay ¢ thé dan dén mot két qua am tinh gia [54].

- Két qua xét nghiém NIPS &m tinh véi léch boi NST: - 3 < z-score < 3.

- Két qua xét nghiém NIPS duong tinh vai trisomy: z-core > 3.

- Két qua xét nghiém NIPS duong tinh v&i monosomy: z-core < - 3.
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Hinh 2.1. Biéu dé phan bé chudn ciia diém z-score

2.2.4.3. Panh gia gia tri cia phwong phdp gidi trinh ti gen thé hé méi si
dung DNA thai tz do trong mau me.

- Str dung xét nghiém NST dd (karyotype) phéan tich bd NST tir dich 6i
dé danh gia gia tri ctia phuong phap giai trinh tu gen thé hé mdi. NST duoc
phan tich theo hé thong danh phap qudc té vé di truyén ngudi ISCN 2016 (An

International System for Human Cytogenetic Nomenclature) [90]:

+ Phan tich trén kinh hién vi véi d6 phong dai 1000 lan. Cac cum NST
du tiéu chuan phan tich 1a nhitng cum c6 NST phan tan tét, khong chdng 1én
nhau, con nén bao tuong, kich thugc NST khong quéa ngan, bang rd.

+ Cac cum NST duoc phan tich vé sb luong va cau tric, danh gia NST
binh thuong hay dot bién:

Dot bién s6 lwong: Khi cum phan tich ¢6 nhiéu hoic it hon 46 NST.

Dot bién ciu tric: Pao doan, chuyén doan, nhan doan, mat doan, NST

vong, NST hai tam...

M&i mau duogc phan tich 30 cum NST & ky gitra va lap karyotype > 5
cum. Nhiing trueong hop kham, phan tich 100 cum NST.
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- Panh gia gia tri ctia ciia phuong phap giai trinh tu gen thé hé méi bang
céc thong s6: Po nhay (Se - Sensitivity) hay ty 1¢ phat hién (detection rate - DR),
do dac hiéu (Sp - Specificity), gia tri tién doan duong tinh (PPV - Positive

predictive value) va gia tri tién doan am tinh (NPV - Negative predictive value).
2.2.5. Quy trinh nghién ciru

- Thai phu c6 chi dinh 1am xét nghiém NIPS s& dugc phong van dé thu
thap théng tin vé dac diém cé nhan, tién st phu khoa va tién st mac cac bénh

trong tiéu chuan loai trir da néu & trén.

- Thu thap cac théng tin xét nghiém sang loc trudc sinh két hop thai ky
1 (CFTS), triple test va siéu &m hinh thai, phan loai nhém thai phu vé dic

diém ngudng nguy co sang loc, dic diém siéu am hinh thai (phu luc 5).

- Thu thap 10mL miu mau toan phan thai phu vao 6ng chuyén dung
Streck BCTs va bao quan mau ¢ nhiét do phong, téi da trong vong 14 ngay
(phu luc 1). Tach huyét twong, sau d6 tach DNA ty do tir mau méu toan phan.
DNA ty do s& duoc tao thu vién, chuan bi mau thu vién, sau d6 giai trinh tu
trén hé théng giai trinh tu gen thé hé mai lon Torrent dé xac dinh nguy co
lach boi NST 13, 18, 21 va NST gici tinh cu thé nhu sau:

+ Quy trinh 14y mau mau thai phu (phu luc 1).

+ Quy trinh tach huyét twong. Mau huyét tuong sau khi tach cd thé luu
trong vong 6 thang tai -80°C (phu luc 2.1).

+ Quy trinh tach DNA tu do bang may tach DNA tu dong st dung hoa
chat tach DNA tu do trong huyét twong (phu luc 2.2).

+ Quy trinh do nong d6 DNA ty do biang may quang phd phan tich
chudi DNA kép va hoa chat do nong d6 DNA (phu luc 2.3).
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+ Quy trinh tao thu vién sir dung hda chat lon Plus Fragment Library
(phu luc 2.4) gdbm 5 budc chinh:

- Stra du6i va tinh sach DNA tu do.

- Néi cac doan Adapters va tinh sach DNA tu do da dugc ndi.

- Nhan ban va tinh sach DNA thu vién tu do.

- Po ndng d6 DNA thu vién ty do

- Kiém tra chat lugng DNA thu vién.

- Pinh luong DNA thu vién va tao hdn hop DNA dong néng d6: Pha
lodng cac DNA thu vién da duoc gin ma vach xuéng 55pM dé dua mau vao
may chuan bi mau lon Cheft.

DNA
-

Fragmaent
lan Shear™ Plus Reagents

g‘mmmﬁymm + end-repair
]
e
[
S
I

Adapter # === Sira dubiva
s tra dudiva

R | gan adapter

Lwa chon theo kich thwéc

Y

Thuw vién — Thw vién chuan

chwa
T .
khuéchdai a & m ;I'hu'wgn
— ganbarcode
[ e
— “_l Khuéch dai
e —
fa tx _
Thr vién 62 75 " EEEEE)  Kiém tra chétluong the vién

1€ch dai e ————
A BC 4]

Hinh 2.2. Quy trinh tgo DNA thw vién
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+ Quy trinh chuan bi mau DNA thu vién trén may lon Chef (phy luc 2.5.1)

LS Faun N D

\

Chuén bi chip
G&n moi giai trinh tw >
Nap mau vao chip giditrinh tw Bwéc 1l dén 4 thwchiéntrén
hé thénglon Chef
G&n enzyme polymerase
J

Hinh 2.3. Cdc buwéc chinh chudn bi mdu DNA thu vign trén lon Chef

+ Giai trinh tu trén may Proton (phu luc 2.5.2).

LIQIOIVIVISIOICIVIOIVIVIOIOICISIVIOIVIO

™ Flows 1-4 Flows 5-8 ...9-12 o ete
® ‘ ,
I 5'-Sequencing Primer-3 I / \
@ s-ccatcTeatcceTecaTaTcreceac A G TCAAGCGTC C CATG ----flon Sphere™)
. Particle /
@ | Adaptor A Trinh tw chinh | Trinh ty quan tam Trinh tw P1 - ~
Flows 1-4
OBHOCOBHOCOOOEBAEO®DOOG®
' ! I ... etc.
Flows 1-4 Flows 5-8 ...9-12

-~ ™
| 5'-Sequencing Primer-3 @9 / AN

3.CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC A G TC AAG C G TC C CAT G --=lon Sphere™)

@OeA

\ Particle /
| Adaptor A | Trinh tw chinh Trinh ty quan tdm Trinh ty P1 | - -,__7__,.--"/
Flows 5-8
OEOCGOBHOCOODEAEOADOG®
' ' ' ... etc.
Flows 1-4 Flow 5-8 ...9-12

T 0 TT = 0 el e 7T . r/’.. - - -.\\\

[ 5-Sequencing Primer-3' (HCARTHRREARFATAC)
a.cecaTcTCATCccTaeaTeTeTecceac A G TCAAGCGTCCCATG ---"'-T'D"Ps;t?;;em;'
V4

CACIGIC)

| Adaptor A Trinh tw chinh | Trinh tw quan tam Trinh tw P1

Tiép tuc...

Hinh 2.4. Gidi trinh tz trén may lon Proton
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+ Phan tich két qua: Str dung thuat toan dua trén phuong phap dém
SeqFF cua YOUNGENE tng dung tich hop trong phian mém tin sinh hoc
phan tich tu dong dé tinh toan nong do cfFDNA trén mdi mau va diém z-score
cho tirng NST.

+ Chéan doan xac dinh ddi vai thai phu c6 két qua xét nghiém NIPS
dwong tinh: Chi dinh thu thuat hat dich 6i khi thai phu mang thai > 16 tuan
thai, nudi cay té bao, 1ap karyotype phan tich bo NST thai dugc thuc hién theo
chuan bang G nhu 1a mot tiéu chuan vang dé d6i chung véi phuong phap giai
trinh tu gen thé hé méi (phuy luc 3 - 4).

+ Theo ddi thai ddi voi thai phu két qua xét nghiém NIPS &m tinh:
Theo ddi thai cho dén khi sinh tai Bénh vién Phu san Ha Noi, tré so sinh s&
dugc khdm ngay sau sinh béi bac sy so sinh va theo doi tinh trang cua tré

bang cach dién thoai cho san phu va gia dinh vao thoi diém 1 thang sau sinh.
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. . T " : i
Thai phu nguy co cao léch boi NST* Thai pin ngwy <o cao

léch bgi NST. bao gém

gl thai phw = 33 mai, két
qud sang lpe muge sink

! Lay 10mL mau finh mach

e thang ngny cor cao,

Xét nghiém NIPS béng phuong phap MPSS: | s dn bat s fini

thai, fien sw thai phy va

* Tach huyét tuong sia dinc5 éch bii NST
* Tach DNA tu do
* Chuan bi th vién
* Giaitrinhte

Loai khot nghién cieu nhieng thai phu co nong
dd cffDNA thdp va gidi irinh fie that bai

Thai phu du tiéu chuan nghién ctru

Phan tich két qua dia vdo diém z-score

|

Thai phu nguy co cao mang thai
lechboi NST 21, 18,13, X, Y

Xeét nghiém karyotype
fir fudn 16

}

Thai phu nguy co thap mang thai
léchboi NST 21,18, 13, X.Y

Theo ddi thai dén khi
sinh, khdam sau sinh boi
BY sor sinh, theo dbi tinh
frang cuia fré bﬁug Jién
thogi cho gia dinh san
phu sau I thang

Thai l1éch boi NST Thai khong 1éch bai Thai léch boi NST
21,18, 13.X. Y NST21. 18,13, X. Y 21,18, 13.X. Y
Két Tudn

Phan tich ket qua nghién curu:
DPanh gia gia tri cua phwong phap giai trinh tir gen thé hé mai

So dé 2.1. So do nghién ciru
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2.4. Pia diém va thoi gian nghién ciru

- Pia diém nghién cau:

+ Trung tdm Sang loc, Chan doan trude sinh va so sinh, Bénh vién Phu
san Ha Noi.

+ Bo mbn Hoa sinh, Truong Dai hoc Y Ha Noi.

- Thoi gian nghién ctu: Tir nam 2016 dén nam 2019.

2.5. Phwong phap tinh toan va xir 1y s6 liéu

- Sir dung phan mém Epidata 3.1 dé nhap sé liéu, phan mém STATA
14 (StataCorp - Texas 77845 USA) dé phan tich s6 liéu.

- Str dung tuong quan tuyén tinh (Pearson) dé tim méi twong quan gitta
2 bién ngau nhién lién tyc.

- Sir dung test ANOVA 1 chiéu c6 hiéu chinh Bonferroni dé tim su
khac biét gitra cac gié tri trung binh caa nhiéu nhom.

- Mtic ¥ nghia thong ké duoc thiét 1ap khi p < 0,05.

- Panh gia gia tri cta cua phuwong phap sang loc NIPS bang cac théng
s6: Do nhay (Se - Sensitivity) hay ty 1¢ phat hién (detection rate - DR), d dic
hiéu (Sp - Specificity), gia tri tién doan duong tinh (PPV - Positive predictive
value) va gié tri tién doan am tinh (NPV - Negative predictive value) véi cach
tinh nhu sau:

Bing 2.1. Pdnh gid két qua xét nghiém NIPS

ryotpe on A 2
NIPS Co bénh Khong bénh Tong
Duong tinh a b a+b
Am tinh c d c+d
Tong sd a+c b+d a+b+c+d

Se = a/a+c (s6 duong tinh that trong nhém cé bénh)
Sp = d/b+d (S6 &m tinh that trong nhém khdng bénh)
PPV = a/a+b (S bi bénh trong nhém duong tinh)
NPV = d/c+d (Sb khdng bi bénh trong nhém am tinh)
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2.6. Pao dirc trong nghién ciru

- Nghién ctru dugc chap thuan boéi Hoi dong dao duc cua Bénh vién

Phu san Ha Noi theo quyét dinh s6 09/PSHN - HDDD.

- Cac ddi twong tham gia nghién ctu 12 hoan toan ty nguyén va co

quyén rut lui khoi nghién ciu khi khdng mudn tham gia nghién cau.

- Cac thong tin lién quan dén bénh nhan duoc dam bao bi mat.

- Céc ky thuat, thao tac lién quan dén bénh nhan duoc bao dam dung
chuyén mon.

- Bénh nhan khong phai tra tién thu thuat xam lan, xét nghiém
karyotype trong trudng hop két qua NIPS duong tinh.

- Pé tai nghién ctru nay duoc thuc hién hoan toan vi muc dich khoa hoc

khong vi muc dich nao khac.
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Chuong 3
KET QUA NGHIEN CUU

Trong thoi gian tir ndam 2016 dén nam 2019, nghién ctru da thuc hién
xét nghiém NIPS trén 1249 thai phu nguy co cao mang thai léch boi NST
bang hé théng giai trinh gen tu thé hé mai tai Bénh vién Phu san Ha Noi. Sau
giai trinh ty, 18 thai phu c6 ndng do cffDNA thap va giai trinh ty that bai bi
loai khoi nghién ctu, 1231 thai phu dap tng tiéu chuan lya chon va déng y
tham gia nghién cuu.

3.1. Mt s6 diic diém ciia ddi twong nghién ciru
3.1.1. Phéin bé tuéi thai phu trong nghién civu
Bing 3.1. Pic diém tuoi thai phu trong nghién ciru

Tuoi thai phu S6 lwong
(nam) n %
<19 4 0,32
20- 24 55 4,47
25- 29 225 18,28
30- 34 253 20,55
35- 39 475 38,59
> 40 219 17,79
Téng 1231 100,0
X £ SD (ndm) 34,3+5,7
Min - Max (nam) 17 - 47
95% ClI 34,01 - 34,63

Tong s6 1231 thai phu dén 1am xét nghiém NIPS c¢6 tudi dao dong trong
khoang 17 - 47 tudi, tudi trung binh 12 34,3 + 5,7 tu6i. Trong d6 nhom tudi tir 35
- 39 tudi chiém ty Ié cao nhat 38,59%, tiép theo & nhom tudi tir 30 - 34 tudi
chiém ty 1& 20,55%, nhom tudi tir 25 - 29 tudi chiém 18,28%, nhém tudi > 40
tudi chiém 17,79%, nhom tudi < 19 tudi chiém ty Ié thap nhat 12 0,32%.
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3.1.2. Phén bo theo nghé nghiép va dia dw

Khéc
28%
Ha Noi
72%
= CBCC = Néng dan Nghé khéc m Khac = Ha Noi

Biéu do 3.1. Phan bé theo nghé nghiép va dia dw

Cac thai phu l1am xét nghiém NIPS c6 nghé nghiép la can bo cong chuc
chiém ty 1& cao nhat 72,3%. Tiép theo Ia cac nghé khéc chiém ty 1 16,3% va
thap nhat 12 ndng dan chiém ty 18 11,4%. Céc thai phu 1am xét nghiém NIPS
dén tir Ha Noi ¢6 ty Ié cao nhat chiém 72,0%, c4c ving khac chiém ty I¢ thap
hon 1a 28%.

3.1.3. Pic diém cin ning nhém thai phu lam xét nghigm NIPS
Bing 3.2. Pic diém cin ning nhom thai phu lam xét nghiém NIPS

Pic diém n X + SD 95% CI Min - Max

Cannang (kg) | 1231 | 53,59+6,55 | 53,22 -53,96 31-90

Chiéu cao (cm) 1231 | 155,37 £4,54 | 155,12 -155,62 | 140-172

BMI (kg/m?) 1231 | 21,19+247 | 22,05-2233 | 15-334

Ghi cht: BMI: Chi sé khéi lwong co thé; 95% Cl: khodng tin cdy 95%.

Céan nang cua thai phu dao dong trong khoang 31 - 90kg, trung binh la
53,59 + 6,55kg (95% CI: 53,22 - 53,96kg). Chi s6 khéi co thé (BMI) cua thai phy
dao d@ong tir 15 - 33,4 kg/n?, trung binh 1a 21,19 + 2,47 kg/m? (95% CI: 22,05 - 22,33).
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32. Ung dung phuwong phap giii trinh tw gen thé hé méi phat hién léch
bdi NST 21, 18, 13, X, Y bing DNA tu do trong mau thai phu
3.2.1. Chi dinh thai phu lam xét nghiém NIPS

3.2.1.1. Tuéi thai tai thoi diém lam xét nghiém NIPS
Bing 3.3. Tudi thai tai thoi diém lam xét nghiém NIPS

L . S6 lwong
Tueol thai (tuan, ngay)
n %

10-13 tuan 6 ngay 468 38,02
14-20 tuan 6 ngay 704 57,19
>21 tuan 59 4,79
Tong 1231 100,0
X +SD (tuan) 15,243,1
Min - Max (tuan, ngay) 10,0-30,3
95% CI (tuan, ngay) 15,05-15,39

Thai phu ¢ tudi thai tir 10 - 30 tuan 3 ngay, tudi thai trung binh 1a 15,2
+ 3,1 tuan (95% Cl, 15,05 - 15,39 tuan). Trong do, tudi thai tir 14 - 20 tuan 6
ngay chiém ty 1& cao nhat 1a 57,19%, tudi thai tir 10 - 13 tuan 6 ngay chiém
38,02%, tuoi thai > 21 tuan chiém ty 18 thap nhat 4,79%.

3.2.1.2. Yéu t6 nguy co cua thai phy lam xét nghiém NIPS
Bing 3.4. Yéu té nguy co ciia thai phu lam xét nghiém NIPS

y S6 lwong
Yeéu to nguy co 2
n Tong %
Tudi thai phu > 35 tudi 694 1231 56,38
Siéu am bat thuong 123 1231 10,0
Sang loc huyét thanh nguy co cao 814 1231 66,13
Tién sir thai phu hoic gia dinh 95 1231 7,72
C6 hon 1 yéu t nguy co 467 1231 37,93
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1231 thai phu cd cé&c yéu té nguy co cao dugc chi dinh 1am xét nghiém
NIPS. Trong d6, sang loc bang huyét thanh me nguy co cao véi trisomy 21,
18, 13 chiém ty ¢ cao nhat 12 66,13% (814/1231), tiép theo 1a nhém thai phu
tudi > 35 tudi chiém ty 1¢ 56,38% (694/1231), thai phu c6 két qua siéu am bat
thuong chiém ty 1& 10,0% (123/1231). Nhém thai phu c6 tién st sinh con bat
thuong NST hoic str dung thude trude hay trong qué trinh mang thai, tién str
say thai, thai chét luu nhiéu 1an, tién st gia dinh c6 ngudi léch boi NST chiém
ty 1& thap nhat 12 7,72% (95/1231).

3.2.2. Két qua gidi trinh tw
3.2.2.1. Két qua tach DNA tw do va tao DNA thw vién

Bing 3.5. Nong dé DNA tw do va nong dp DNA thuw vién

Nong do (ng/pL) n X £ SD Min - Max 95% ClI
DNA ty do 1231 4,37+1,17 2,24-11,7 4,36-4,38
DNA thu vién 1231 2,93+1,68 | 0,051-18,6 | 2,92-2,94

Nf’)ng do DNA ty do trung binh thu dugc tir hé théng tach DNA tu
dong 1a 4,37 £ 1,17ng/pL (95% ClI, 4,36 - 4,38ng/uL) voi dao dong tur 2,24 -
11,7ng/uL. Nf‘mg do DNA thu vién trung binh thu dugc sau budc chuan bi
thu vién la 2,93 + 1,68ng/uL (95% ClI: 2,92 - 2,94ng/uL) v6i dao dong tur
0,051 - 18,6ng/pL.
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Hinh 3.1. Két qua kiém tra chit lwong DNA thu vién

DNA DNA thu vién dugc kiém tra kich thudc va ndng do bang hé thdng
dién di mao quan LabChip (hinh 3.1) trong cac lan giai trinh tu cho thay kich
thudc DNA thu vién trong huyét trong phan b trong khoang 266 - 271bp (ching
t6 di duoc gin adaptor va barcode) véi nong do 1,55 - 1,72nmol/L, thu vién
c¢6 kich thuéc khong dat chiém ty 1& thap duoc loai bo qua budc tinh sach
DNA thu vién.
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3.2.2.2. Két qua chdt lwong gidi trinh tw

14.9 G 98 93,100,687 160 bp 167 bp 167 bp
Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode
94% 67% Read Length
ISP Loading Usable Reads pa— fead Longm erepren
ISP Density ISP Summary e
Loading Empty Wells
lllllll No Template Sowst Lamery
Clonal Poly a
Final Library 3
Test Fragment Reads Percent 50AQ17 Read Length Histogram
TF_C 586,153 92% ———.
TF_1 171,244 89% T T T

Hinh 3.2. Hi¢u qud nap méu vao chip gidi trinh tw

Hinh 3.2 minh hoa két qua giai trinh tu trén 1 chip: DNA thu vién sau

khi duoc gin Ién bé mat hat ISP (lon Sphere Particle) s& dugc nhan ban va

nap vao chip giai trinh ty. Dir liéu kiém tra chat luong thé hién bang test

fragment (noi kiém TF-C va TF-1) déu dat chat luong.

Bing 3.6. Két qud chit lwong ISP trén chip gidi trinh tw

Két qua giai trinh tu n (chip)| X+SD |Min-Max| 95% CI
Tong sb base (Gb) 115 | 13,3+6,9 | 7,4-15,6 | 12,1-14,9
Mat do ISP nap vao giéng (%) | 115 88,5+4,8 | 72,0-94,0 | 88,0-89,8
ISP c6 trén 1 loai DNA (%) 115 | 31,043,3 |26,0-50,0 | 30,4-31,7
Trinh tu kém chat luong (%) 115 | 12,8+#8,5 | 3,0-48,0 | 10,4-13,6
ISP dat chét lugng (%) 115 | 60,6+5,8 |40,0-69,0 | 59,6-61,8
Sé luong giéng c6 hat ISP (triéu) | 115 | 78,9+ 10,8 | 46,6-95,9 | 77,0-80,8
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Ké&t qua giai trinh tu trén hé théng lon Torrent sir dung lon PI Chip V3,
cho thay luong dir liéu thd sau giai trinh ty dao déng tir 7,4 - 15,6Gb, trung
binh dat duoc 13,3 £ 6,9Gb (95% ClI, 12,1 - 14,9). Mat do hat ISP nap vao cac
giéng dao dong tir 72,0 - 94,0%, trung binh dat 88,5 + 4,8% (95% Cl, 88,0 -
89,8%). Két qua chat lwong hat ISP cho thiy xéc suat hinh thanh hat ISP c6
trén 1 loai DNA (polyclonal) 1a 31,0% va cac trinh ty kém chat luong (low
quality) 12 12,8%. Hat ISP dat chét luong chiém ty I& trung binh 60,6 + 5,8%,
dao dong trong khoang 40,0 - 69,0%, twrong duong khoang 78,9 + 10,8 tri¢u
giéng hay s6 luong doan doc DNA.

13.7 G 4.4X 98.8%%
Total Alignment Bases Average Coverage Mean Raw Accuracy
Depth of Reference

86,304,352 99% 100
Aligned Bases

1% o8 .

Unaligned

Reads

96

Accuracy

294

92

50 100 150 200 250 360 350
Position in Read

o

90(5 S0 100 150 200 250 300 350

Count Y% Position
Total Reads 86,304,352
Aligned Reads 85,940,011 99.6%
Unaligned Reads 364,341 0.4%

Chét lrong khép
AQ17 AQ20 Perfect

Total Number of Bases [Mbp] 123G 108 G 8.49 G

Mean Length [bp] 154 143 119
Longest Alignment [bp] 331 325 313
Mean Coverage Depth 1.0 3.5 2.7

Hinh 3.3. Chét lwong khép ciia doan doc véi trinh tiw hg19

Két qua do chinh xac theo kich thudc cua cac doan doc DNA khi gan
vao trinh ty chuan hgl9 (mean raw accuracy). Trong d6, cac doan doc DNA
c6 kich thuéc ngan s& c6 diém chinh xac gin cao. Piém chinh xac tiép tuc
duy tri d6i voi doan doc DNA c6 d6 dai < 180bp (98,8%). Cac doan doc co

kich thudc 16n hon thi d6 chinh xac giam dan.
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Bing 3.7. Chit luong khép ciia doan doc véi trinh tw hgl9

Pic diém n(chip) | X+SD | Min-Max | 95% ClI
Chiéu dai DNA (bp) 115 | 160,5+3,1 | 148-168 | 160-161,2
S6 lugng DNA khop (trieu) | 115 | 74,6+12,5 | 43,8-90,2 | 72,3-74,6
S6 luong DNA khap (G) 115 12+1,8 | 6,8-145 | 11,8-125
AQ17 (G) 115 | 10,8+1,6 | 6,2-13 | 10,6-11,2
AQ 20 (G) 115 95415 | 54-141 | 94-9,9

Chiéu dai trung binh doan doc DNA khoang 160,5 + 3,1bp. Trung binh
746 + 12,5 triéu s6 luong doan doc DNA khop duoc vai trinh tu hgl9
(Aligned read), dao dong tur 43,8 - 90,2 tricu (95% CI, 72,3- 74,6 tri¢u).
Trong tong s6 doan doc DNA c6 kha niang khép vao hg19 (Alignment bases)
la 12 + 1,8G thi ty Ié s6 lugng doan doc DNA dat chat luong AQ17 (2% xay
ra 16i) dat 90% (10,8/12G) con AQ20 (1% xay ra 15i) 1a 79,2% (9,5/12G).
3.2.2.3. Ty Ié thdt bai va thanh céng ciia xét nghiém NIPS

Bang 3.8. Ty I¢ thanh cong cua xét nghiém NIPS

K&t qua giai trinh Lan 1 Lan 2 Chung
tw n % n % n %
Thanh céng 1204 | 956 | 37 | 67,3 | (123D | 98,56
That bai 55 4.4 18 | 32,7 18 1,44
Tong 1249 | 100,0 | 55 | 100,0 | 1249 | 100,0

Trong s6 1249 mau, sau giai trinh tu 1an 1 c6 95,6% mau thanh cong
(1194/1249 mau), 4,4% mau that bai (55/1249 mau). Két qua giai trinh ty 1an
2 ¢6 67,3% mau giai trinh ty thanh coéng (37/55 mau), 32,7% mau that bai
(18/55 mau). Do vay sé lwong mau giai trinh tu thanh cong trong nghién cau
1a 1231 mau chiém ty 1¢ 98,56% (1231/1249).
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Bing 3.9. Ty Ié thit bai ciia ciia xét nghigm NIPS

o Lan 1 Lan 2
Nguyén nhan
n % n %
Nong d6 cffDNA thap A47/1249 | 3,76 | 17/1249 | 1,36
Dit liéu nhiéu cao 411249 0,32 | 1/1249 | 0,08
S6 luong trinh ty duy nhét thap | 4/1249 0,32 | 0/1249 0
Téng 55/1249 | 4,4 | 18/1249

Ty 1¢ that bai cia xét nghiém NIPS trong nghién ctru 1a 1,44%, trong d6
noéng do cfDNA thap chiém 1,36% (47 mau lan 1 c¢6 néng do cffDNA dao
dong tir 0,85 - 3,44% déu duoc ldy mau lai 1an 2 sau 7-10 ngay, giai trinh tu
lai 1an 2, két qua c6 17 mau van c6 nong do cffDNA thap dao dong tir 1,7 -
3,27%, 30 mau thanh cong cé néng d6 cffDNA dao dong tir 3,74 - 8,77%).
Nguyén nhan giai trinh tu that bai do dit liéu giai trinh ty nhifu cao sau giai
trinh ty 1an 2 (dir liéu nhiéu cao > 3,5) chiém ty 18 0,08%. Mau c6 néng do
cffDNA thap va giai trinh ty that bai sau giai trinh ty 1an 2 s& dugc tu van
thuc hién cac phuong phéap sang loc khac hodc chan doan xam lan.
3.2.2.4. Két qua gidi trinh tir

Bing 3.10. Két qua gidi trinh tw

Dic diém X +SD (n=1231) | Min - Max 95% CI
Nong do cffDNA (%) 7,79+3,04 3,51-24,59 7,62-7,96
URSs (triéu) 4,4+1,1 2,0+17,7 4,3+4,5
DN (dit liéu nhiéu) 0,38+1,09 (-2,31)-3,47 0,32-0,44

Str dung thuat toan SeqFF ciia Youngene Patent (Pai Loan) tinh nong
d6 cffDNA cho thay nong do cffDNA trung binh trén 1 mau la 7,79 + 3,04%,
dao dong trong khoang 3,51 - 24,59% (95% ClI, 7,62 - 7,96%). Sé luong trinh
tu duy nhat (URs) trén mdi mau 1a 4,4 + 1,1 triéu, dao dong trong khoang 2,0 -
17,7 triéu (95% Cl, 4,34 - 4,46 triéu). Dir liéu nhiéu giai trinh ty (DN - Data
Noise) trung binh mau 14 0,38 + 1,09, dao dong trong khoang tir -2,31 - 3,47
(95% Cl, 0,32 - 0,44).
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3.2.2.5. Phan bé z-score NST 21, 18, 13, X
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Chr21 z-score
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Biéu dé 3.2. Phén bé z-score NST 21 Biéu dé 3.3. Phén bé z-score NST 18

Frequency (%}
2

Chr3 z-score

Frequency (%)
2

T
-10

Biéu dé 3.4. Phén bé z-score NST 13 Biéu do 3.5. Phéin bé z-score NST X

Phan bd diém z-score trén 1231 miu caa cac NST 21, 18, 13 va NST X

déu 1a phan bb chuan. Két qua xét nghiém NIPS nguy co thap hodc am tinh

v6i trisomy khi - 3 < z-score < 3. Két qua xét nghiém NIPS nguy co cao hoic

duong tinh véi trisomy: z-core > 3. Két qua xét nghiém NIPS nguy co cao

hodc duong tinh v&éi monosomy: z-core < - 3.
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Bing 3.11. Két qua diém z-score NST 21, 18, 13, X

Loai NST
NST 21 | NST 18 | NST 13 | NST X
Z-Score
Khong 1éch bdi (max) (n=1172) 2,57 2,8 2,17 2,9
Khong 1éch bdi (min) (n=1172) -4,59 -3,12 -3,99 -2,9
Léch boi (max) (n=59) 20,34 31,26 11,22 9,963
Léch b1 (min) (n=59) 3,19 3,53 3,22 -8,41

Ké&t qua giai trinh tu cho thay c6 1172 mau khong phat hién léch boi va
59 mau phat hién léch bdi NST, trong d6 diém z-score NST 13 dao dong tir -
3,99 dén 2,77. Biém z-score trisomy 13 (n = 5) dao dong tir 3,22 dén 11,22.
Diém z-score cua NST 18 dao dong tir -3,12 dén 2,8. Biém z-score trisomy 18
(n = 15) dao ddng tir 3,53 dén 31,26. Piém z-score NST 21 dao dong tir -4,59
dén 2,57. biém z-score trisomy 21 (n = 30) dao dong tir 3,19 dén 20,34. Biém
z-score ciia NST X dao dong tir -2,9 dén 2.9, trong d6 diém z-score cua
monosomy X (n = 4) dao dong tir -8,41 dén -3,52, diém z-score cua 47,XXY
(n =3) dao dong tir 4,05 dén 5,08, diém z-score cua 47,XYY 1a -4,08 (n =1),
diém z-score cua 47, XXX 129,963 (n = 1).

3.3. Xac dinh ty 1€ léch bgi NST 21, 18, 13, X, Y va danh gia gia tri cia
phuong phap giai trinh tu gen thé hé méi sir dung DNA thai tw do trong
huyét twong thai phu

3.3.1. Két qud xét nghiém NIPS

Bing 3.12. Ty I¢ léch bpi NST trong xét nghigm NIPS

. S6 lwong
Két qua NIPS
n %
Am tinh 1172 95,21
Duong tinh 59 4,79
Téng 1231 100,0
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Trén 1231 thai phu nguy co cao 1éch boi NST phat hién 59 thai phu c6 két
qua xét nghiém NIPS dwong tinh chiém ty 1& 4,79% (59/1231). 1172 thai phu c6
két qua xét nghiém NIPS nguy co thap chiém ty 16 95,21% (1172/1231).

Bdng 3.13. Phdn logi léch boi NST voi xét nghiém NIPS dwong tinh

S6 lwong
NIPS (+)

n %
Trisomy 21 30 50,8
Trisomy 18 15 25,4
Trisomy 13 5 8,5
Monosomy X 4 6,8
47 XXY 3 51
47, XYY 1 1,7
Trisomy X 1 1,7
Téng 59 100,0

59 mau xét nghiém NIPS duong tinh véi Iéch boi NST thai, trong d6 30
mau xét nghiém NIPS duong tinh véi trisomy 21 chiém ty 1é cao nhat 1a 50,8%;
tiép theo 12 15 mau duong tinh véi trisomy 18 chiém ty 16 25,4%; 5 mau duong
tinh véi trisomy 13 chiém ty 18 8,5%. Léch boi NST gidi tinh chiém ty 1é 15,3%
(trong d6 01 mau duong tinh véi monosomy X chiém ty Ié 6,8%; 03 mau dwong
tinh vé6i 47,XXY chiém ty 1& 5,1%; 01 mau duong tinh v&i 47,XYY chiém ty 1&
1,7% va 01 miu duong tinh v&i 47, XXX chiém ty 1& 1,7%).
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3.3.2.1. Nong dé cffDNA trong nghién ciru

(=1
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Biéu dé 3.6. Phan bé néng dp cffDNA
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.3 4

sqcff

Két qua giai trinh ty ctia 1231 miu cho thiy néng do cffDNA la phan

bo chuan.

3.3.2.2. Mdi twong quan giita nong dg cffDNA va tugi thai

Bing 3.14. Nong dp cffDNA va tuoi thai

Tudi thai n cff BNA (%) p? | p** | p*?
(X £SD)
10 - 13 tuan 6 ngay (1) | 468 | 7,44+281
14 -20 tuan 6 ngay (2) | 704 | 7,76 +291 0212 0,000 | 0,000
>21 tudn (3) 59 10,85 + 4,45
Tong 1231 | 7,79 + 3,04

(Kiém dinh ANOVA mgét chiéu c6 hiéu chinh Bonferoni)

Nong d6 cffDNA trung binh trong nghién ciu 1a 7,79 + 3,04%. Nhan
thay néng d6 cffDNA c¢6 xu hudng ting dan theo tudi thai, nong d6 cffDNA ¢
nhém tudi thai tir 10 - 13 tuan 6 ngay thap hon so v&i nhém tudi thai tir 14 -
20 tuan 6 ngay, tuy nhién khdng tim thay su khac biét co y nghia théng ké
gitta 2 nhom, p = 0,212. Nhém thai phu cd tudi thai tir 10 - 13 tuan 6 ngay va
nhém thai phu c6 tudi thai tir 14 - 20 tuan 6 ngay c6 nong do cFIDNA thap
hon han so v&i nhdm tudi thai > 21 tuan, tim thay sy khac biét ndng do
cffDNA c6 ¥ nghia thdng ké gitta 2 nhém, p = 0,000.
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Biéu do 3.7. Nong dp cffDNA va tuai thai
Nong do cffDNA ting nhe & nhom thai phu c6 tudi thai tir 10 - 20
tuan 6 ngay, tim thdy méi twong quan c6 y nghia thong ké giira nong do
cffDNA va tudi thai tir 10 - 20 tuan 6 ngay, p = 0,0007. Nhém thai phu c6
tudi thai > 21 tudn, néng d6 cffDNA ty Ié thuan véi tudi thai, nong do
cffDNA ting nhanh theo tudi thai, tim thidy mdi twong quan ¢ ¥ nghia thong
ké gitra nong do cffDNA va tuoi thai > 21 tuan, p = 0,0348.
3.3.2.3. Méi twong quan giira néng dé cffDNA va can ngng, BMI
Bing 3.15. Nong d¢ cffDNA va cin ning thai phu

A cff DNA%
Céan nang (kg) n _ 95% CI
(X £SD)
<60 1000 7,89+3,07 7,70-8,09
> 60 231 7,30+2,89 6,93-7,68
Tong s6 1231 7,79+3,04 7,62-7,96
p (t-test) 0,0074

Nong do cffDNA & thai phu c6 can nang dudi 60kg 1a 7,89 + 3,07%,
cao hon thai phu c6 can ning trén 60kg 1a 7,30 + 2,89%. Tim thay sy khac
biét co ¥ nghia théng ké gitta nong d6 cFFDNA va can nang thai phu < 60kg
va > 60kg, p = 0,0074.



70

25
-
25

. r:-0,1604 r:-0,1512
" p: 0,000 ' p: 0,000

20
5o

15
15

Cell fetal fraction DN A

10
Cell fetal fraction DN A (%

10

T T T T T T T T T T T
20 40 80 80 100 10 15 20 25 30 3
B oy wsight Body mass index

Biéu dé 3.8 - 3.9. Nong dé cffDNA va can ngng, BMI

Nong d6 cffDNA ty 18 nghich véi can ning hoic BMI thai phu, ndng
do cffDNA giam khi can nang hoic BMI ting, tim thay sy khéc biét co y
nghia théng ké gitra ndng d6 cfFDNA va can nang hoac BMI, p = 0,000.

3.3.2.4. Méi tuong quan giira nong dg cffDNA va tuéi thai phu
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Biéu do 3.10. Nong dé cFfDNA va tudi thai phu
Nong do cFfDNA ty 1¢ nghich véi tudi thai phu, nong do cFFDNA giam
khi tuoi thai phu ting, mdi twong quan 1a cé y nghia théng ké, p = 0,0011, tuy

nhién méi twong quan rét yéu.
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3.3.2.5. Nong dé cffDNA va diém z-score cia NST 21, 18, 13, X
- Nong @9 cffDNA va diém z-score NST 21
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Biéu do 3.11. Nong d cfiDNA va z-score NST 21
Phat hién méi twong quan thuan co y nghia thong ké giita nong do
cffDNA va z-score trong nhom NIPS duong tinh véi trisomy 21, p = 0,0000.
Khong tim thay méi twong quan c6 ¥ nghia théng ké giira nong do cffDNA va
z-score truong hop NIPS @m tinh vai trisomy 21, p = 0,0803.
- Nong @6 cffDNA va diém z-score NST 18
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Biéu d6 3.12. Nong dp cffDNA va z-score NST 18 ‘
Nghién ctru phat hién moi tuong quan thuan ¢ y nghia thong ké gitra nong

do cffDNA va z-score trong nhom NIPS duong tinh vai trisomy 18, p = 0,000.
Khéng tim thay méi twong quan c¢6 ¥ nghia thdng ké gitra nong do cffDNA va
z-score trrong hop NIPS &m tinh véi trisomy 18, p = 0,5704.
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- Nong do cffDNA va diém z-score NST 13
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Biéu do 3.13. Nong dé cffDNA va z-score NST 13

Nghién ciu phét hién mi tuong quan thuan ¢ y nghia thong ké giira nong
do cffDNA va z-score trong nhom NIPS duong tinh voi trisomy 13, p = 0,000.
Khong tim thay méi twong quan c6 ¥ nghia théng ké giira nong do cffDNA va
z-score truong hop NIPS @m tinh vai trisomy 13, p = 0,7197.

- Nong @9 cffDNA va diém z-score NST X
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Biéu d6 3.14. Nong d@j cffDNA va z-score NST X

Phat hién mdi twong quan nghich c6 y nghia thong ké giira nong do
cffDNA va z-score trong nhom NIPS duong tinh véi 45,X; p = 0,000. Khdng
tim thdy mdi twong quan c6 ¥ nghia thdng ké gira nong do cffDNA va z-
score truong hop NIPS duong tinh vai 47,XXY; p = 0,4847. Khong tim thay

mbi tuong quan co ¥ nghia théng ké gitra n

ong do cffDNA va z-score trudng

hop NIPS am tinh v&i NST giai tinh X, p = 0,8495.
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3.3.2.6. Nong dé cffDNA va trisomy 21, trisomy 18 (tir 10 - 20 tuan 6 ngay)
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Biéu dé 3.15. Néng dj cffDNA va trisomy 18, 21
(Kiém dinh ANOVA 1 chiéu hiéu chinh Bonferoni)
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Két qua cho thay cé 20 thai phu c6 két qua xét nghiém NIPS duong
tinh that vai trisomy 21 va 07 thai phu c6 két qua xét nghiém NIPS duong
tinh that voi trisomy 18 trén thai phu c6 tudi thai tir 10 - 20 tuan 6 ngay,
trong d6 ndng d6 cFFDNA & nhom c6 két qua xét nghiém NIPS dwong tinh
that véi trisomy 21 va trisomy 18 lan luogt 14 12,55% va 10,55%, cao hon
c6 ¥ nghia thong ké so vai nhom két qua xét nghiem NIPS am tinh c6
nong d6 cffDNA 1a 7,5% (p = 0,000 va p = 0,011). Khéng tim thiy su
khac biét vé nong do cffDNA gitta 2 nhom NIPS duong tinh vai trisomy
21 va trisomy 18, p = 0,298.

3.3.3. Két qud xét nghiém karyotype tiv dich 6i trén méu cé két qua xét nghigm
NIPS duwong tinh

59 mau co6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh dugc chi dinh thu thuat

xam lan hat dich 6i khi thai phu duoc trén 16 tuan thai, lam xét nghiém

karyotype.
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Bing 3.16. Két qud xét nghigm karyotype tir dich 6i

Karyotype NIPS dwong tinh
Kiéu NST n % Két ludn Két qua n
Bét thuong 51 | 86,4
47.XY +21 21 355 T_hal nam HC Down, T21 21
trisomy 21
47.XX +21 08 135 Thal ntt HC Down, T21 08
trisomy 21
Mos Thai nttr HC Down, T21 01
47 XX, +21[8]/ 01 1,7 | kham dong trisomy 21
46,XX [72] va dong t€ bao 46,XX
47 XX +18 09 153 Thal ntt HC Edwards, T18 09
trisomy 18
Thai nr HC Edwards, T18 01
chuyén doan khong
:1(?,8)(2)(1(6!’1(%1) 11) 01 1,7 | can bang giita NST 18
L va 21 tao ra trisomy
nhanh dai NST 18
47.XY +18 03 5.1 Thal nam HC Edwards, T18 03
trisomy 18
47 XX +13 01 1.7 Thal nt HC Patau, T13 01
trisomy 13
47.XY +13 01 1.7 T_hal nam HC Patau, T13 01
trisomy 13
45X 01 17 Thal HC  Turner, MX 01
monosomy X
Thai nir HC Turper, c;é MX 01
46,X,i(Xq) 01 1,7 |1 NST do6t bién cau
triic dang isoXq
47.XXY 02 34 Th_al nam HC | 47, XXY 02
Klinerfelter
47 XYY 01 1,7 | Thai nam HC Jacob 47 XXY 01
47 XXX 01 1,7 | Thai trisomy X 47 XXX 01
Binh thudng 08 13,6
. . . T13 03
46, XY 04 6,8 | Thai nam, binh thuong 47XYY 01
C a1 . T18 02
46,XX 04 6,8 Thai nit, binh thuong MX 02
Tong 59 | 100,0 59

Ghi cha: T: trisomy; MX: Monosomy X
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Str dung phuong phap di truyén té bao, nudi cay té bao 6i tir 10 - 15
ngay, sau d6 thu hoach, nhudm biang G va phan tich NST 1ap karyotype. Két
qua xét nghiém Karyotype cho thady 8 mau 4i c6 két qua bo NST ¢6 sé luong
Vva cau tric binh thuong, chiém 13,6%; 51 mau 6i ¢ két qua bat thuong NST
chiém 86,4%, trong do:

- 29 miu c6 hdi chung Down thuan [(47,XX,+21); (47,XY,+21)]
chiém 49%, 01 mau c6 hoi chiing Down kham (Mos 47,XX,+21[8]/46,XX
[72]) chiém 1,7%.

- 12 mau c6 hoi ching Edwards thuan [(47,XX,+18); (47,XY,+18)]
chiém 20,4%, 01 mau c6 chuyén doan khdng can bing gitra NST 18 va 21 tao
ra trisomy nhéanh dai NST 18, 46,XX,der(21)t(18;21)(p11; gq11) chiém 1,7%.

- 02 mau c6 hoi ching Patau [(47,XX,+13); (47,XY,+13)] chiém 3,4%.

- 02 mau cd hoi chang Turner (45,X) chiém 3,4%, trong d6 c6 01 mau
45,X; 01 mau c6 dot bién cau trdc gay thiéu hut cac gen can thiét trén nhanh
dai NST X [46,X,i(Xq)].

- 02 mau c6 hoi ching Klinerfelter (47,XXY) chiém 3,4%.
- 01 mau c6 hoi ching Jacob (47,XYY) chiém 1,7%.
- 01 mau c6 hoi ching trisomy X (47,XXX) chiém 1,7%.

Céc hinh 3.4 - 3.6 trinh bay mot sb hinh anh xét nghiém karyotype cua
mot sb trudng hop dic biét (hoi chitng Down kham, hoi ching Edwards do

chuyén doan va hoi chitng Turner do d6t bién cau tric).
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KET QUA XET NGHIEM NHIEM SAC THE

Hovatén:L&éThiThu1
Nam sinh: 1981 Ma XN: 001604
Dia chi: Cdugidy - HN RS,
Gidgi tinh: ni _\,; -=:
Bénh pham: dich &i :;;:‘;T </
Ngay XN: 6/4/2018 Ma BN: : \;.'-. 2
Ngudi lam ki thudt:Pham Thi Ngoc '2 1y
Chin doan lam sang: Thal nguy cocao HC \

Down

KX w o

6 7 8 9 10 1 12
13 u 15 16 17 18

47.XX,+21

Kétqua:  mos 47.XX,+21 [8)46 XX (72

Hinh 3.4. Két qud phén tich NST tir dich éi thai phu L.T.T.T.
Kham 10% dong T21 va 90% dong té bao 46, XX
[mos 47,XX,+21[8]/46,XX[72]]
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KET QUA XET NGHIEM NHIEM SAC THE

Ho va tén : Nguybn Thi Ngoc L
Nam sinh: 1987 Ma XN: 001654

Dia chi: Ba Binh - HN ._ pe =
Gidgi tinh: nir . %\' -
Bénh pham: dich &I 1 Nieh

-
Ngay XN: 11/5/2018 Ma BN: ’ 4 -
Ngudi lam ki thudt:Pham ThiNgoc -

Chén doan lam sang:  TD ®o thue qudn bim
sinh. Nghi ngé théng

Hocle Mk
0 e s
4 B2 M & W

I VIR PUTIN

Kétoua: 46.XX.der(21t{1821)a11.p11)

Hinh 3.5. Két qud phaén tich NST tir dich éi thai phu N.T.N.L.
Chuyén doan khéng cén bang giita NST 18 va 21 tao ra trisomy nhanh dai
NST 18 [46,XX,der(21)t(18;21)(p11;q11)]
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KET QUA XET NGHIEM NHIEM SAC THE]

Ho va tén : Nguyén Thu Th

Nam sinh: 1987 M3 XN: AH18162

Dia chi:

Gidi tinh:

Bénh pham: dich &i

Ngay XN: 24/112018 M3 BN:

Nguai lam ki thuat:

Chin doan lam sang: SLNC cao héi chimg
Edward

“NA

XI\, )
r‘ ‘

ﬂ

. - -

N\

’—-\

i )

A

LU

oy B

Két qua: 46, Xi(X)q10)

Hinh 3.6. Két qud phén tich NST tir dich i thai phu N.T.T.

1 NST X dét bién cdu triic dang isoXq [46,X,i(Xq])
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3.3.4. Cdc truong hop két qui xét nghiém NIPS khong phir hop voi két qui
xét nghiém karyotype
Bing 3.17. Cdc trwong hop két qud xét nghi¢m NIPS khéng phit hop véi
két qua xét nghigm Karyotype

Stt | Tudi SLTSTT FF(%)| Z NIPS | Sex | Karyotype
1 | 31 |CFTS(T21:1/227) 769 | 353 | Ti8 F 46,XX
2 | 37 |Tuédithai phu 6,52 | 3,76 | T18 F 46,XX
3 | 41 |Tudi thai phu 895 | 350 | Ti13 M 46,XY
4 | 38 |Tiénsi(condau bét thuong) 6,56 | 3,67 | T13 M 46,XY
5 | 26 |TT(T21:1/201) 500 | 322 | T13 | M 46,XY
6 | 38 |Tudithai phu 831 |-352| 45X | F 46,XX
7 | 29 |TT(T21:1/194) 935 |-430| 45X | F 46,XX

30 |TT(T21:1/73) 573 | -4,08 |47.XYY | M 46,XY
9 37 |Khéng quan st dwgc XSM | 22,00 | 5,38 |47, XXY | M 47, XYY
10 | 27 |TT(T18:1/110) 5,00 NCT | F 69, XXX

Ghi chl: SLTSTT: sang loc truéc sinh truyén thang; TT: triple test; CFTS: test két hop thai
ky 1; M: Nam; F: Niz; T21: trisomy 21; NCT: nguy co thdp; XSM: xwong song miii; Z: z-
score; cffDNA: FF; Gigi tinh: sex

Két qua xét nghiém karyotype tir té bao 6i phat hién 10 mau két qua xét

nghiém NIPS khong phu hop vai két qua karyotype.

+ Trong d6 c6 08 mau xét nghiém NIPS duong tinh gia déu c6 nguy co
cao vai tir 1 loai léch boi NST 21, 18, 13 khi sang loc bang cac phuong phép
sang loc truyén théng:

- 05 mau xét nghiém NIPS duong tinh gia véi trisomy 18, trisomy 13 déu
c6 diém z-score cua timg NST dic hiéu trong khoang 3 < z-score < 5. Két qua

xét nghiém karyotype c6 bd NST binh thudng vé sb luong va ciu tric.
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- 03 mau két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia voi 45X va 47,XYY
cd diém z-score NST X trong khoang -3 < z-score < -5. Két qua xét nghiém

karyotype ¢ bo NST binh thuong vé sé luong va cau tric.

- 01 mau két qua xét nghiém NIPS am tinh gia véi 47,XYY mic du c6
diém z-score NST X 1a 5,38 nhung két qua giai trinh tu c6 tin hiéu NST Y cao
4 0,001043 (tin hiéu NST Y véi gidi tinh nam c6 ngudng > 0,0003). Két qua
xét nghiém NIPS 1a 47, XXY, két qua xét nghiém karyotype lai 12 47, XYY.

+ 01 mau két qua xét nghiém NIPS a&m tinh, do trong qua trinh
mang thai sau xét nghiém NIPS phat hién bat thuong hinh thai trén siéu
am, duogc chi dinh tha thuat xam Ian hat dich 4i, phan tich bd NST c6 két
qua 12 69, XXX (thé tam boi).

3.3.5. Gid tri cua xét nghi¢m NIPS trong sang loc léch boi NST thai

Bdng 3.18. Xét nghiém NIPS dwong tinh voi trisomy 21, 18, 13

NIPS Ty 1€ % (95% CI) Ty 1¢ mac
) Se Sp PPV NPV %
100,0 100,0 100,0 100,0
T21 2,44
(88,0-100,0) | (100,0-100,0) | (88,0-100,0) | (100,0-100,0)

100,0 99,8 87,0 100,0
T18 1,05
(75,0-100,0) | (99,0-100,0) | (60,0-98,0) | (100,0-100,0)
100,0 99,8 40,0 100,0
T13 0,16
(16,0-100,0) | (99,0-100,0) | (5,0-85,0) | (100,0-100,0)
” 100,0 99,6 90,0 100,0
Tong 3,65

(92,1-100,0) | (99,0-99,9) | (78,2-96,7) | (100,0-100,0)

Ghi chu: Trisomy: T; Se: do nhay, Sp: dé dac hiéu; PPV: Gia tri tién doan duong; NPV:
gia tri tién doan am.TP: dwong tinh thdt; FP: dwong tinh gia; FN: Am tinh gid.
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50 mau c6 két qua NIPS duong tinh véi trisomy 21, 18 va 13, két qua xét
nghiém karyotype tir dich 6i phét hién 45 mau NIPS duong tinh that va 5 mau
dwong tinh gia (2 mau trisomy 18 va 3 mau trisomy 13, két qua xét nghiém
karyotype binh thuong). P6 nhay cho trisomy 21 la 100,0% (95% CI: 88,0 -
100,0%), trisomy 18 la 100,0% (95% CI: 75,0 - 100,0%), trisomy 13 la 100,0%
(95% ClI: 16,0 - 100,0%). B6 nhay chung cho ca 3 loai trisomy la 100,0% (95%
Cl: 92,1 - 100,0%). Bo dac hiéu cho trisomy 21 la 100,0% (95% CI: 100,0 -
100,09%), trisomy 18 va 13 d&u 13 99,8% (95% ClI: 99,0 - 100,0%). D¢ dic hiau
chung cho ca 3 loai trisomy la 99,6% (95% CI: 99,0 - 99,9%). Gi4 tri tién doan
dwong tinh cao nhat 1a trisomy 21 chiém 100,0% (95% CI: 88,0 - 100,0%), tiép
theo 1a trisomy 18 chiém 87% (95% CI: 60,0 - 98,0%), thip nhat Ia trisomy 13
chiém 40% (95% CI: 5,0 - 85,0%). Gia tri tién doan duong cho ca 3 loai trisomy
1a 90% (95% CI: 78,2 - 96,7%). Gia tri tién doan am cho ca 3 loai trisomy 21,
18, 13 14 100,0% (95% Cl: 99,7 - 100,0%). Ty 1& mac trisomy 21, 18, 13 In luot
la 2,44%; 1,05%; 0,16%; Ty Ié mac trisomy 21, 18, 13 chung la 3,65%.

Bdng 3.19. Xét nghiém NIPS dwong tinh voi léch boi NST gioi tinh

Ty 1€ % (95% CI)
NIPS (+)
Se Sp PPV NPV
45 % 100,0 99,8 50,0 100,0
’ (15,8-100,0) (99,4-100,0) (6,76-93,2) (99,7-100,0)
100,0 99,9 66,7 100,0
47, XXY
(15,8-100,0) (99,5-100,0) (9,43-99,2) (99,7-100,0)
0,0 99,9 0,0 99,9
47 XYY
(0,0-97,5) (99,5-100,0) (0,0-97,5) (99,5-100,0)
100,0 100,0 100,0 100,0
47, XXX
(2,5-100,0) (99,7-100,0) (2,5-100,0) (99,7-100,0)
, 83,3 99,8 62,5 99,9
Tong
(35,9-99,6) (99,3-99,9) (24,5-91,5) (99,5-100)

Ghi chu: Se: do nhay; Sp: do dac hiéu; PPV: Gia tri tién dodn duong; NPV: gid tri tién

doan am.
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09 mau c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh véi léch boi NST gi6i
tinh, két qua xét nghiém karyotype phat hién 5 mau xét nghiém NIPS duong
tinh that, 3 mau duong tinh gia (2 mau duong tinh gia véi monosomy X va 1
mau duong tinh gia voi 47,XYY, két qua xét nghiém karyotype binh thudng)
va 1 mau am tinh gia (1 mau duong tinh véi 47, XXY, két qua xét nghiém
karyotype l1a 47,XYY). D6 nhay cho monosomy X va 47,XXY la 100,0%
(95% Cl: 15,8 - 100,0%), 47,XYY 12 0,0% (95% CI: 0,0 - 97,5%), 47, XXX I3
100,0% (95% CI: 2,5 - 100,0%). D6 nhay chung cho Iéch boi NST gidi tinh la
83,3% (95% CI: 35,9 - 99,6). bo dac hiéu cho monosomy X la 99,8% (95%
Cl: 99,4 - 100,0%), 47,XXY va 47,XYY 12 99,9% (95% CI: 99,5 - 100,0%),
47,XXX la 100,0% (95% CI: 99,7 - 100,0%). B6 dac hiéu chung cho léch boi
NST gici tinh 12 99,8% (95% CI: 99,3 - 99,9%). Gi4 tri tién doan duong
47,XYY thip nhat chiém 0,0% (95% CI: 0,0 - 97,5%), tiép theo 1a monosomy
X chiém 50% (95% Cl: 6,76 - 93,2%), 47,XXY chiém 66,7% (95% CI: 9,43 -
99,2%), cao nhat Ia trisomy X chiém 100% (95% Cl: 2,5 - 100%). Gia tri tién
doan duong cho 1éch boi NST gidi tinh 12 62,5 % (95% ClI: 24,5 - 91,5%). Gia
tri tién doan am cho 45,X; 47, XXY; 47, XXX 1a 100,0% (95% CI: 99,7 -
100,0%) va 47,XYY 13 99,9% (95% CI: 99,5 - 100,0%). Gid tri tién doan 4m
cho léch boi NST giai tinh 1a 99,9 % (95% CI: 99,5 - 100,0%).
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Bdng 3.20. Gia tri xét nghiém NIPS

Ty 18 % (95% CI) Ty ¢
NIPS (+) .
Se Sp PPV NPV mac %
100,0 99,6 90,0 100,0
T21,18, 13 3,65
(92,1-100,0) | (99,0-99,9) | (78,2-96,7) | (100,0-100,0)
83,3 99,8 62,5 99,9
SCAs 0,41
(35,9-99,6) | (99,3-99,9) | (24,5-915) | (99,5-100,0)
99,8 99,3 86,2 99,9
Téng 4,06
(89,6-100,0) | (98,7-99,7) | (74,6-93,9) | (99,5-100,0)

Ghi chu: Trisomy: T; Se: do nhay, Sp: dé dac hiéu; PPV: Gia tri tién doan duwong; NPV:
gia tri tién dodan am, Léch bgi NST gisi tinh: SCAs.

Do nhay cho trisomy 21, 18, 13 va léch boi NST gidi tinh la 100,0%
(95% CI: 92,1 - 100,0%) va 83,3% (95% CI: 35,9 - 99,6). B6 nhay chung la
99,8% (95% CI: 89,6 - 100,0%). B0 dac hiéu cho trisomy 21, 18, 13 1a 99,6%
(95% CI: 99,0 - 99,9%), léch boi NST giagi tinh 99,8% (95% CI: 99,3 -
99,9%). B6 dac hiéu chung la 99,3% (95% CI: 98,7 - 99,7%). Gia tri tién
doan duong trisomy 21, 18, 13 va 1éch boi NST giai tinh 1a 90,0% (95% CI:
78,2 - 96,7%) va 62,5 % (95% CI: 24,5 - 91,5%). Gid tri tién doan duong
chung 1a 86,2 % (95% CI: 74,6 - 93,9%). Gia tri tién doan 4m trisomy 21, 18,
13 va léch boi NST giai tinh 14 100,0% (95% CI: 100,0 - 100,0%) va 99,9 %
(95% CI: 99,5 - 100,0%). Gia tri tién doan am chung 1a 99,9% (95% CI: 99,5
- 100,0%). Ty lé mac trisomy 21, 18, 13 va léch boi NST gidi tinh la 3,65%
va 0,41%. Ty 1é mac léch boi chung 14 4,06%.
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3.3.6. Két qud nghién ciru

1249 thai phu nguv co caoléch boi NST *

* Thai phu nguy cor a0
Igch boi NST. bao _gom
mai thai phy = 35 mai, ket

}

gnd sang lpe mede sinh

Xét nghiém NIPS bing phurong phip MPSS

nuyén thang nguy oo cas,
sign am bat thiemg hinh

thai, tign aii thai phy v

Logi khoi nghién i 18 thai

phu co nong dg cffDNA thip va
giai frink fir that bai

k

gia dinh ca lich bai N5T

1231 thai phu du tiéu chua:nnglﬂén clru

Phdn tich ket qua dira véo diém =-score

L

y

Trisomy 21 (n=130)
Trisomy 18 (n=13)

Trsomy 13 (n=123)

Thai phu xét nghiém NIPS dwong tinh (n =39):

53X =49 NST21, 18,13,

Thai phu xét nghiém NIPS dm tinh 1&ch boi

X.Y=1172)

47.XXY (n=3)
47.XYY @=1)

Trisomy X (n=1)

T {reo dai that
dén khi sinh

Kayotype tir dich 6i

l L4 ¥

!

Thai léch boi NST (n=31): Thai khéng léch Thai khong phit Thai tam bdi
Trsomy2l  (n=30) boi NST 21, 18, hiénléch boi n=1)
Trsomy 18 (n=13) 13.X.Y(n=8) NST21,18,13,
Trsomy 13  (n=2) X Ym=1171)
45X n=2)
47 XXY n=2) Khém sau sinh bt BS 5o sinh, theo ddi
47. XYY n=1) tinh trang cia tré bang dién thogi cho
Trisomy X (n=1) gia dinh san phu sau 1 thang
|

Tre khong phat hién1éch bai NST 21,18, 13, X, Y (n = 1179)

Keét ludn

L
Xét nghiém NIPS st dung NGS co d6 _n.thy= d0 dichigu, gid tri
tién dodn dwong cao cho NST 21, 18, thip hon cho NST 13 va léch
bl NST gici tinh

So dé 3.1. So do tom tit két qua nghién ciru
1231 thai phu tham gia nghién ctru, sau giai trinh tyr phat hién 59 mau
c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh dugc chi dinh tha thuat xam 1an hit

dich i 1am xét nghiém karyotype phan tich bo NST, trong d6 50 trudng hop
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c6 két qua duong tinh that, 08 trudng hop duong tinh gia (08 thai phu c6 két
qua karyotype binh thuong) va 01 trudng hop am tinh gia véi 47,XYY (mau
duong tinh véi 47,XXY, két qua xét nghiém karyotype 1a 47,XYY).

- 51 thai phu léch boi NST ¢6 49 thai phu da dinh chi thai, 02 thai phu

dugc chan doan 47,XYY va trisomy X da sinh con khoe manh.
- 01 thai phu mang thai tam bdi (triploidy) da dinh chi thai tir 22 tuan.
- 08 thai phu c6 két qua karyotype binh thudng déu sinh con khoe manh.
- 1171 thai phu c6 két qua sang loc NIPS am tinh d4 sinh con khoé manh.
Nhu vay cd thé thiy xét nghiém NIPS c6 do nhay, do dic hiéu, gia tri
tién doan duong tinh cao phat hién léch boi NST 21, 18, thap hon véi trisomy
13 va léch boi NST gidi tinh.
3.3.7. Pdnh gid két qua xét nghigm NIPS dwa trén yéu té nguy co
3.3.7.1. Gid tri tién dodn dwong ciia xét nghiém NIPS dira VA0 yéu t6 nguy co

Bing 3.21. Gid tri tién dodn dwong dwa vio yéu to nguy co

. Karyotype 95% CI
Pac diém n NIPS (+)

TP | FP PPV%

Tui thai phu | 694 (56,4%) | 25(3,6%) | 20 | 05 | 80,0 (59,3-93,2)

SLHT 814 (66,1%) | 16 (2,0%) | 12 04 | 75,0 (47,6-92,7)

Siéu am 123 (10,0%) | 23 (18,7%) | 22 | 01 | 95,7 (78,1-99,9)

>1YTNC | 467 (37,9%) | 23 (4,9%) | 21 | 02 |91,3(72,0-98,9)

Ghi cht: SLHT: sang loc huyét thanh thai phu; YTNC: Yéu té nguy co; TP: dwong tinh
that; FP: duong tinh gia; PPV: Gia tri tién dodn duwong,; TP: duwong tinh thdt; FP: duong
tinh gid; FN: Am tinh gia; PPV: Gia tr; tién dodn dwrong
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Két qua xét nghiém NIPS duong tinh do siéu am hinh thai bat thuong

phat hién 23 mau chiém ty 1¢ cao nhat I1a 18,7%, karyotype phat hién 22 mau

duong tinh that véi 1éch boi NST, gia tri tién doan duong tinh chiém ty 1€ cao

nhat 13 95,7%. Tiép theo 1a két qua xét nghiém NIPS dwong tinh do c6 trén 1

yéu t6 nguy co phat hién 23 mau chiém ty 18 4,9%, gia tri tién doan duong tinh

chiém ty & 91,3%. Két qua xét nghiém NIPS dwong tinh do tudi thai phu phét

hién 25 mau chiém ty 1 thap 1a 3,6%, gia tri tién doan duong tinh do tudi thai

phu chiém ty 1& 80,0%. Két qua xét nghiém NIPS duong tinh do sang loc huyét

thanh thai phu phat hién 16 mau chiém ty l¢ thap nhat 2,0%, gi4 trj tién doan

duong tinh do sang loc huyét thanh thai phu chiém ty 1& thap nhat Ia 75,0%.

3.3.7.2. Két qua xét nghiém NIPS lién quan dén tuéi thai phu

Bing 3.22. Két qud xét nghiém NIPS lién quan dén tuéi thai phu

Tudi NIPS (n, %) Tong D
thai phu | pyong tinh Am tinh (n, %) (O test)
> 35 tudi 25 (3,6%) 669 (96,4%) | 694 (100,0%)
0,026
< 35 tudi 34 (6,3%) 503 (93,7%) 537 (100,0%)
Tong 59 (4,79%) | 1172 (95,21%) | 1231 (100,0%)

Ty 1é thai phu c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh tudi > 35 1a
3,6% (25/694). Ty 1& thai phu c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh tudi
dudi 35 1a 6,3% (34/537). Khong phét hién su khac biét c6 ¥ nghia thong ké
gitra 2 nhdm tudi thai phy, p = 0,026.
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3.3.7.3. Két qud xét nghiém NIPS lién quan dén két qua sang loc huyét thanh

thai phu nguy co cao trisomy 21

Bing 3.23. Két qud xét nghigm NIPS lién quan dén sang loc huyét thanh

thai phu nguy co cao trisomy 21

Huyét thanh NIPS (n, %) < p

= Tong (n, %)

me Duong tinh Am tinh (o test)

>1/10 03 (27,3%) | 08(72,7%) | 11 (100,0%)
1/11 - 1/50 04 (3,3%) | 116 (96,7%) | 120 (100,0%) 0,000
1/51 - 1/100 01 (0,5%) | 205 (99,5%) | 206 (100,0%) ’
1/101-1/250 | 01 (0,2%) | 461 (99,8%) | 462 (100,0%)
Tong 14 (1,75%) | 785 (98,25%) | 799 (100,0%)

Trong s6 814 mau sang loc huyét thanh thai phu c6 799 mau c¢6 nguy co
cao trisomy 21, sau giai trinh ty phat hién 14 mau xét nghiém NIPS dwong tinh
chiém ty & 1,75%, trong d6 mau nguy co > 1/10 cd két qua xét nghiém NIPS
duong tinh chiém ty 18 cao nhat 1a 27,3% (3/11). Tiép theo 1a mau c6 nguy co
cao tir 1/11 - 1/50 c6 két qua xét nghiém NIPS dwong tinh chiém ty 1& 3,3%
(4/120). Mau c6 nguy co < 1/50 c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh chiém
ty & thap. Su khéc biét vé ty Ié xét nghiém NIPS duong tinh gitta c4&c nhom
sang loc huyét thanh me nguy co cao 13 c6 y nghia thong ké, p = 0,000.

3.3.7.4. Két qua xét nghiém NIPS lién quan dén siéu am bt thwong

Bing 3.24. Két qud xét nghiém NIPS lién quan dén siéu am bdt thuwong

, NIPS (n, %) ]
Siéu Am bat thwong — Tong (n, %)
Dwong tinh Am tinh
NT > 2mm 05 (4,9%) 97 (95,1%) 102 (100,0%)
Hinh thai bat thuong 14 (82,4%) 03 (17,6%) 17 (100,0%)
Két hop” 04 (100,0%) 0 (0,0%) 04 (100,0%)
Tong 23 (18,7%) 100 (81,3%) 123 (100,0%)

Ghi chii: NT: d¢ mo da gay; * Hinh thai bar thuwong két hop véi dé day da gdy > 3,5mm
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Tong s6 123 mau 6 két qua siéu am hinh thai bat thuong phat hién 23 mau
xét nghiém NIPS dwong tinh chiém ty 1¢ 18,7%, trong d6 két qua xét nghiém
NIPS duong tinh trén nhom thai phu c6 NT > 3,5mm két hop véi siéu am
hinh thai bat thuong c6 chiém ty 1& cao nhat 1a 100,0% (4/4). Thai phu siéu
am hinh thai bat thuong c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh chiém ty I¢
cao la 82,4% (14/17). Thai phu c6 NT > 2mm c6 két qua xét nghiém NIPS
duong tinh chiém ty I& thap nhat 14 4,9% (5/102).

Bing 3.25. Két qud xét nghiém NIPS lién quan dén dé mo da gdy

P) mo da NIPS (n, %) . p
) - Tong (n, %)
gay (mm) | Duwong tinh Am tinh (4 test)
<2 18 (2,5%) | 710 (97,5%) | 728 (100,0%)
2-29 04 (5,3%) 71 (94,7%) | 75 (100,0%)
0,000
3-39 05 (25,0%) | 15 (75,0%) | 20 (100,0%)
4-58 04 (57,1%) | 03 (42,9%) | 07 (100,0%)
Téng 31 (3,7%) | 799 (96,3%) | 830 (100,0%)

Tong s6 830 mau c6 két qua do mo da gay (NT) phat hién 31 mau xét
nghiém NIPS duong tinh chiém ty 1& 3,7%, trong d6 thai phu c6 NT > 4mm
c6 két qua xét nghiém NIPS dwong tinh chiém ty 1& cao nhat 1a 57,1% (4/7).
Tiép theo 1a thai phu c6 NT tir 3,0 - 3,9mm c6 két qua xét nghiém NIPS
duong tinh chiém ty 18 25,0% (5/20). Thai phu ¢ NT < 3,0mm c6 két qua xét
nghiém NIPS duong tinh chiém ty & thip nhéat. Su khac biét vé ty & xét
nghiém NIPS duong tinh voi cac nhém lién quan dén kich thude do mo da

gay 1a co ¥ nghia thong k&, p = 0,000.
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3.3.7.5. Két qua xét nghiém NIPS diwong tinh lién quan dén c&c yéu té nguy co

Bing 3.26. Két qud xét nghiém NIPS lién quan dén cdc yéu té nguy co

NIPS (n, %) p
Yéu t6 nguy co Téng (n, %)
Dwong tinh Am tinh (y? test)
1 YTNC 36 (4,7%) | 728(95,3%) | 764 (100,0%)
0,865
>1YTNC 23 (4,9%) | 444 (95,1%) | 467 (100,0%)
Tong 59 (4,79%) | 1172 (95,21%) | 1231 (100,0%)

Ghi chi: YTNC: Yéu té nguy co

Tong s6 1231 mau nghién ctu phat hién 59 mau cd két qua xét nghiém

NIPS duong tinh, phat hién 36 mau lién quan dén 1 yéu t nguy co c6 két qua

xét nghiém NIPS duong tinh chiém ty Ié 4,7%. 23 mau lién quan dén trén 1

yéu t6 nguy co 6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh chiém ty Ié 4,9%. Sy

khac biét vé ty 18 xét nghiém NIPS duong tinh giira 2 nhém 1a khong c6 y

nghia thong k&, p =

0,865.
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Chuwong 4
BAN LUAN

Sang loc truge sinh khdng xam I4n (NIPS) phan tich DNA thai ty do ti
huyét twong thai phu bang phuong phap giai trinh tu song song khdi lugng
16n ngau nhién (MPSS) 1a mét budc tién mai cua sang loc true sinh. Nhiéu
nghién ctu cho thay rang xét nghiém NIPS khong chi gop phan sang loc cac
Iéch boi NST thuong gap (trisomy 21, trisomy 18, trisomy 13) [91], ma con
duoc st dung dé phat hién cac léch boi NST gidi tinh thai nhi (Iéch boi NST
gidi tinh) [92]. Bong thoi, xét nghiém NIPS d3 lam giam cac tha thuat xam
lan (hut dich 6i va lay mau gai rau), giip giam ty Ié mat thai tir tha thuat xam
lan. Tuy nhién, xét nghiém NIPS van cd ty 1& that bai, két qua duong tinh gia,
két qua am tinh gia va mot s6 két qua duong tinh c6 lién quan dén van dé suc
khoe cua thai phu. Hién tai, xét nghiém NIPS da dugc tng dung rong rai tai
nhiéu nudc trén thé gisi cling nhu tai Viét Nam. Chinh vi vay, nghién ctu gia
tri ciia phwong phap giai trinh ty gen thé hé mai s dung DNA thai ty do phéat
hién léch bai NST 14 thuc su can thiét, nham cung cap cho thay thubc chuyén
khoa mot sé théng tin chinh vé xét nghiém NIPS va nhiing thach thic khi tu

van xét nghiém trong thyc hanh 1am sang.

Nghién cau duoc thuc hi¢én trén 1231 thai phy nguy co cao mang thai
trisomy 21, 18 va 13 do sang loc trude sinh truyén thdng. Trong nghién cuu,
thai phu c6 tudi trén 35 tudi chiém ty 1¢ cao nhat, trong d6 tudi trung binh cua
cac dbi tuong nghién ciu ciing phut hop Véi tiéu chuan chon mau trong nghién
ctru ctia McCullough [93]. O nhiéu qudc gia, thai phu c6 tudi trén 35 tudi
thuong duge tu van thu thuat xam lan, nhu hat dich 6i va lay mau gai rau.

Tuy nhién, nhiéu thai phu c6 tudi trén 35 tudi khdng sin sang chap nhan thu
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thuat xdm lan do c6 nguy co mat thai. Hiép hoi Thai phu khoa Hoa Ky
(ACOG) [94] da cap nhat huéng dan va khuyén nghi tat ca thai phu nén chap
nhan sang loc truéc sinh bang huyét thanh & bat ky do tudi nao [95]. Nhu vay,
xét nghiém NIPS c6 thé 1a mot lwa chon tdt nhat trong sang loc trude sinh d6i
vé6i thai phu c6 tudi trén 35 tudi va ho san sang chap nhan xét nghiém NIPS vi

vu diém 14 xét nghiém khdng xam lan va c6 do chinh xéc cao.

Panh gia viéc thuc hién muc tiéu phat trien Thién nién ky MDG5 (nang
cao suc khoe ba me cho téi ndm 2015) cho thay, Viét Nam c6 ty 1¢ thai phu
duoc kham thai trén 3 lan 1a 80,3%. Nhu vay, c6 thé thdy ring phu nit ngay
nay d quan tdm hon dén viéc chim séc stuc khoe khi mang thai. Mic du vay
van con su chénh léch dang ké vé ty 1 ndy & cac nhom thai phy do su tac
dong tir nhiéu yéu té khac nhau, trong d6 trinh d6 hoc van 1a yéu tb c6 tac
d6ng manh mé nhat. Ty Ié thai phu ¢ trinh d6 cao dang, dai hoc duoc kham
thai toi thiéu 3 1an réat cao t6i 96,3%, trong khi & nhom thai phu khéng c6
bang cap chi 1a 22,3%. Su chénh léch nay con thé hién rd & nhém thai phu
séng ¢ thanh thi va ndng thén, gitra nhdm dan toc Kinh va dan toc thiéu sé,
gitra nhdm thai phu thuoc hd nghéo va hd giau...Trong nghién ctu, cac thai
phu song tai Ha Noi va ¢ nghé nghiép 1a can b céng chuc ¢é trinh do chiém
ty 1¢ cao la 72,0% va 72,3%. Ty I¢ nay ciling phu hop vdi bao cao danh gia
viéc thuc hién muc tiéu MDGS5 cua chinh phu. Hon ntra, xét nghiém NIPS
trong giai doan hién nay van con c6 gia thanh twong ddi cao, do vay s& phu
hop v&i mot s6 d6i tuong co trinh do va cé thu nhap cao.

Tubi thai trung binh trong nghién ctru 1a 15 - 16 tuan, tudi thai tir 14 - 20
tuan 6 ngdy chiém ty 1& cao, cO thé do gia thanh cta xét nghiém NIPS dua
trén k¥ thuat giai trinh ty gen thé hé mai van tuong dbi cao, tai thoi diém hién

tai xét nghiém NIPS van chua dugc lya chon 1a phuong phép sang loc trude
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sinh so cip. Trong tuong lai, v&i sy phét trién cua cac ky thuat giai trinh tu,
gia thanh cua xét nghiém giai trinh ty s& giam xubng, xét nghiém NIPS c¢6 thé
duogc sir dung nhu mot phuong phap sang loc trude sinh so cip, nhd d6 co thé
thuc hién xét nghiém NIPS véi tudi thai sém hon, trén tat ca nhom dan sb san

khoa [96].

Déi tugng thai phu dugc lya chon vao nghién ctu hoan toan phu hop
véi nghién cuau caa McCullough va cong su [93], trong d6 nhom thai phu
duoc sang loc bang huyét thanh thai phu chiém ty 1& cao nhat, tiép theo 1
nhém thai phu c6 tudi > 35 tudi, nhém thai phu c6 trén 1 yéu té nguy co.
Yéu t6 nguy co do siéu am hinh thai bat thuong va tién st thai phu va gia
dinh c6 léch boi NST chiém ty ¢ thap nhat. Nhoém thai phu c6 két qua siéu
am hinh théi bat thuong chiém ty 1é thap c6 thé do phan lén thai phu duoc

tu van thuc hién tha thuat xam lan.

Cho dén nay, tat ca cac cac hiép hoi lién quan dén san phu khoa trén thé
gioi nhu: HOI Thai phu khoa Hoa Ky (ACOG), H6i Y hoc Me va Thai
(SMFM), Hoi Siéu &m Thai phu khoa Thé gigi (ISUOG)... déu cd su thdng
nhat rang phan tich nong do cffDNA tir huyét twong thai phu bang giai trinh
ty dong thoi khéi lugng 16n toan bo bo gen (MPSS) hoic giai trinh ty dich
(CSS hodc SNPs) la xét nghiém tét nhat sang loc léch boi NST thai [65],[66].
Trong cac phuong phap tiép can, hang triéu doan DNA ngén duoc giai trinh
tu dong thoi, khép (alignment), 1ap ban d6 (map) va d6i chiéu vai bo gen
tham chiéu caa nguoi (hgl9), s dung céc thuat toan khac nhau xac dinh sé
luong trinh tu cac doan DNA duoc tao ra tir cAc NST khac nhau. Sau khi lap
ban d6, str dung phan mém tin sinh hoc va cé4c thuat toan dém sb luong trinh
tu cac doan DNA xac dinh sb luong NST, ting hoic giam twong ddi s6 luong
cac NST can danh gia so v6i bo NST tham chiéu (hg19) [8].
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Hau hét cfIDNA trong huyét twong thai phu ¢6 ngudn géc tir té bao rau
thai, trong khi d6 ty 1& 16n DNA tu do cua thai phu c6 ngudn gbc tir cac té bao
mau [31]. Van dé dang lo ngai nhat trong thu nhan mau mau tr thai phu la
thoai hoa cac té bao bach cau, 1am ting cac nong d6 DNA tu do dan dén giam
nong do cFFDNA. Nghién ctu sir dung 6ng 1y mau chuyén dung Streck BCTs
c6 chira chat khang dong 13 KsEDTA hiéu qua wc ché cac nuclease trong vong
14 ngay, gilp kéo dai thoi gian xu ly huyét twong, ¢ thé bao quan va van
chuyén mau trong diéu kién nhiét d6 phong tir 18°C dén 25°C. Hon nira, ng
Streck BCTSs chtra cac thubc thir bao quan té bao gitip ngin chan su thoai hoa
cac té bao bach cau [90],[97]. Pé thu duoc néng do cFFDNA cao, mau mau
thai phu phai du thé tich can thiét 1a 10mL. Xir ly mau c6 vai tro rat quan
trong vi 6 thé gay anh huong dén két qua giai trinh tu, Mau mau duogc ly tam
2 lan dé tach cac té bao mau ra khoi huyét tuong va loai bo hét cac manh vo
té bao con sot lai trong huyét twong. Khi hat huyét tuong, can chi y tranh hat
vao 16p té bao gitra huyét tuong va hong cau bai vi nong do DNA tu do ¢
ngudn gdc tir thai phu cao trong té bao bach cau c6 thé pha lodng lvong DNA

tu do trong huyét twong [98].

Cac té bao thai cd thoi gian ban hiy dai va duy tri trong tuan hoan thai
phu nhiéu nam sau [99]. Nguoc lai, khong phat hién duoc cffDNA trong mau
san phu 2 gio sau sinh [40]. Vi vay, cffDNA tr¢ thanh lua chon phu hop va co
d6 nhay cao hon han té bao thai trong sang loc trudc sinh khdng xam lan. Tuy
nhién, cffDNA ¢ nong do rat thap trong mau thai phu (trung binh 10,0 -
20,0% tong s6 DNA ty do) [32]. Do vay, can lya chon phuong phap tach
DNA tir do phii hop dé c6 thé thu duoc ndng d6 DNA tu do cao, nho d6 ting
ty 16 thanh cong trong xét nghiém giai trinh tu gen thé hé maéi. Nghién cau st
dung hé théng tu dong tach DNA ty do, DNA tu do sau d6 dugc xac dinh
nong d6 bang may quang pho phan tich chudi DNA kép cho thay nong do
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DNA tu do trong khoang 2,24 - 11,7ng/uL, cao hon han so véi cac phuong
phap tach DNA bing tay st dung céc kit héa chat hién c6 trén thi truong 13 5 -
50ng/mL [100]. Piéu nay ciing hoan toan phu hop véi nghién cau coa
Houfflin-Debarge va cong su nim 2000 cho thay sir dung cac phuong phap
tach DNA ty dong thu dugc ndng d6 DNA ty do cao hon 40,7% so vai CAc
phuong phap tach DNA bang tay [101]. Xac dinh chat luong DNA tu do
(nong do va kich thuéc cfFDNA) bang kiém tra chat lwong DNA thu vién, két
qua nghién ciu cho thidy mac di ndng d6 DNA thu vién c6 bién do dao dong
16n nhung c6 t6i 80,0% kich thuéc DNA thu vién phi hop véi chiéu dai doan
DNA tu do sau khi d3 duoc gan barcode va adaptor (266 - 271bp). Cac mau
c6 kich thuéc DNA khong dat tiéu chuan sau khi kiém tra chat lugng s& duoc
tao DNA thu vién lai lan 2 (kich thuéc DNA > 400bp). Tuy thudc vao nong do
DNA thu vién dugc tao ra ma cd thé c6 nhiéu hon 1 loai DNA gan lén bé mit
hat ISP (lon Sphere Particle) trong moi truong emulsion PCR (ePCR) gay nén
hién tuong polyclonal. Ty 1¢ polyclonal cao s& gay ra tin hiéu nhiéu trong két
qua giai trinh ty. Do d6, ndng d6 DNA thu vién can dugc pha lodng téi nong
d6 t6i uu dé kha nang xay ra hién tuong polyclonal 1a thap nhat. Trong nghién
ctru, qua trinh tdi wu quy trinh giai trinh tu, DNA thu vién da gan ma vach
duogc pha lodng theo nong do 1a 70pM, 65pM, 60pM va 55pM. Nhan thay voi
nong do 55pM, hién tuong polyclonal 1a thip nhat so véi cac nong do 70pM,
65pM va 60pM. Vi vay nghién ciru da sir dung mau DNA thu vién ¢6 gan ma
vach pha lodng ¢ nong d6 55pM dé cho vao may chuan bi thu vién giai trinh
tu. Trong diéu kién ti uu, chi c6 1 loai DNA thu vién duoc gan Ién bé mat
hat ISP trong mdi truong ePCR. DNA thu vién sau khi duoc gan 1én bé mat
hat ISP s& duoc nhan ban va nap vao chip giai trinh ty. Chat lwong nap mau
vao chip giai trinh tu duoc biéu thi bang biéu d6 nhiét. Biéu do nhiét hién thi

mau sic khong déu, cd nhidu mau vang, xanh ching té6 mat do hat ISP duoc
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nap vao chip thap (< 60%), dan t6i lwong dit liéu giai trinh tu thu duogc thap,
qua trinh giai trinh tu that bai (Hinh 4.1). Biéu d6 nhiét hién thi mau sic cang
cang d6 cho thay mat do hat ISP duogc nap vao giéng cang cao chang to qué
trinh giai trinh tu thanh cdng (hinh 3.2). Ngoai ra, mot sé doan trinh tu kém
chat lugng nhu doan doc DNA qua ngan (low quality) hodc khong xac dinh
dugc c4c tin hiéu cua doan trinh tw DNA chuan (key signal), su hinh thanh
adapter dimer (sy hinh thanh dimer gitta cac adapter voi nhau) cling anh
huong t6i chat lwong hat ISP. Nghién ctu, thuc hién 102 lan giai trinh tu voi
115 chip, két qua cho thdy mat do hat ISP trung binh nap vao chip dat 88,5%
dat yéu cau chét lugng. Tong so giéng trén bé mat chip dat 150 triéu giéng, do
vay c6 133,75 triéu giéng chira hat ISP dat yéu cau chat luong. Ty 1é c4c hat
polyclonal, trinh tu kém chat lwong va adapter dimer trong cac lan giai trinh
tu nam trong ngudng cho phép. Véi nhitng lan giai trinh ty that bai thuong do
chat luong dau vao DNA thu vién that bai (hda chat tao thu vién, thu vién duoc
gan barcode kém, pha lodng mau khong dat dan dén dau vao thu vién qué thap
hoac cao qua muc), chit luong chip (loai chip st dung, han st dung, chip 13i),

hoa chat va may chuan bi DNA thu vién dé giai trinh tu 15i...
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Hinh 4.1. Gidi trinh te thét bai
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Két qua nghién ctu cho thay luong dir liéu thé sau giai trinh ty dat duoc
trung binh 13,3Gb trén 1 chip (tuong duong 13,3 ti bases), 14 mau trén 1 chip.
Do d6, moi thai phu s& c6 luong dit liéu giai trinh ty twong duong véi 0,95 ti
base. Bo gen ngudi khoang 3,2 ti base, do do dir liéu giai trinh tu dat do phu
trung binh 1a 0.3X twong dwong véi nghién cau caa Jeon va cong su [100].
Khoang 60,6 + 5,8% hat ISP dat chat luong (tuong duong 78,9 triéu giéng
hay doan doc DNA). Do vay trung binh s& c6 khoang 5,6 triéu lan doc DNA
thd trén mot mau. Két qua nghién cau phi hop véi bao céo caa Lo va cong su
cho thay trung binh c6 5,86 triéu lan doc DNA thd trén mot mau véi chiéu dai
trung binh doan doc DNA la 161bp [102],[103].

Nghién ctu st dung thuat toAn TMAP (Torrent Mapping Alignment
Program) dugc tao ra bdi Nils Homer va cong su tu cong ty Life
Technologies dugc ching minh 1a 1 trong 2 thuat toan tét nhat dé phat hién
léch boi NST thai st dung cong nghé giai trinh ty ban dan [104]. Thuat toan
TMAP duoc st dung dé khép hay lap rap (align) dit liéu trinh tu cua mau voi
trinh ty hg19/GRCh37. Toan b trinh tu doan doc DNA duy nhat (URS) dugc
lap rap va so sanh vai trinh ty hg19. Chi s6 hiéu suat dugc xac dinh bang cach
str dung thang diém chat luong khop (Aligment quality - AQ) hay con goi 1a
dd chinh xac cua trinh ty cac doan doc DNA khi so sanh véi trinh tu hgl9
biéu hién bang gia tri: AQ17 (2% xay ra 15i), AQ20 (1% xay ra 15i). Két qua
nghién cau cho thiy 99,6% cac doan doc sap xép duoc vao hgl9 véi chiéu dai
trung binh doan doc DNA khoang 160,5bp, twong duong vdi vung khao sat
khi kiém tra chat lugng DNA thu vién (sau khi loai bo barcode va adapter).
Céc doan doc DNA c¢6 kich thudc ngan thong thudng s& co diém chinh xac gan
cao, diém chinh x&c tiép tuc duy tri ddi véi cac doan doc co d6 dai dudi 180bp
(dat 98,8% @6 chinh x4c). Trong tong s6 doan doc DNA ¢6 kha ning sap xép
vao hgl9 thi cac doan doc DNA dat chat luong AQ17 va AQ20 chiém ty 18
cao, ching té qua trinh giai trinh giai trinh tu dat yéu cau vé chat luong.
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Mot van dé véi xét nghiém NIPS 14 khong cung cap duoc két qua
cho thai phu. V& co ban c6 ba nguyén nhan: thtr nhat, cac van dé tir qua
trinh 1y miu va van chuyén mau (thé tich mau khong da, tan mau, nham
lan khi dan barcode va van chuyén mau dén phong xét nghiém); tha hai,
nong d6 cFIDNA thap, thuong dudi 4%; va tha ba, xét nghiém giai trinh tu
that bai (bao gdm tach DNA tu do, qué trinh khuéch dai hoac giai trinh tu
DNA tu do khong thanh cbng) [68].

Khi két qua xét nghiém NIPS khong duoc bdo céo hay khéng dién
giai dugc, khuyén cdo 1am xét nghiém Iap lai 1an 2. Néu xét nghiém lan 2
that bai, tu van sang loc bang phuong phap khac hoic chi dinh tha thuat

xam lan nhu hat dich 6i hozc lay mau gai rau [43].

Trong nghién ctu, ty 1¢ that bai chung cua xét nghiém NIPS 1a 1,44%,
trong d6 1,36% do cffDNA thap va 0,08% do nguyén nhan do giai trinh tu that
bai (dit lidu giai trinh tu nhidu cao). Ty Ié that bai khi Iap lai xét nghiém lan 2 Ia
37,5%. Két qua nghién ctu phd hop véi nghién cau cia McCullloughet va
cong su béo cdo ty Ié that bai chung xét nghiém NIPS 1a 1,3% va ty Ié thanh
cong voi xét nghiém 1ap lai chiém 2/3 trudng hop khi sir dung phuong phép
MPSS [93], b4o céo cua Taneja va cong su cho thay phuong phap MPSS ty 16
xét nghiém giai trinh tu that bai 12 0,1% [105]. Phan tich tong hop cua Gil va
cong su tir 35 nghién ctu béo céo ty 18 that bai tir qua trinh 1ay mau va van
chuyén mau dao dong tir 0,03 - 11,1% va ty 1é khdng cung cap két qua tir cac
mau duoc phan tich dao dong tir 0 - 12,2%. 11 trong s6 35 nghién ciu béo céo
ly do that bai do néng do cffDNA thap dao dong tir 0,1% dén 6,1%. Ngoai ra, 3
nghién ciu béo céo ty & khdng co két qua cac truong hop trisomy 1a 5,9% va
lech boi NST gidi tinh 12 11,3% [68]. Nghién ciru dénh gia ty 18 that bai tir cac
phuong phap giai trinh ty, v6i phuong phap MPSS c¢6 ty 1¢ that bai thap nhat Ia
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1,58%, tiép theo 1a phuong phap CSS c6 ty & that bai 1a 3,56%, va phuong
phap c6 ty 1¢ that bai cao nhit 1a SNPs c6 ty 18 that bai 6,39% [106]. Phuong
phap giai trinh tu c6 ty 1 that bai cao cd thé 1am ting ty 1é duong tinh gia, giam
gia tri tién doan duong va tang kha ning mat thai tir thu thuat xam l1an. Do vay,
cac phong xét nghiém NIPS nén chon phuong phap giai trinh tu co ty Ié that
bai thap nhat [106].

Nguyén nhan that bai cua xét nghiém NIPS chiém dén 50,0% la do
nong do cFIDNA thap, yéu té chinh dan dén nong do cffDNA théap 1 do thai
phu béo phi hodc khdi luong rau thai nho (c6 thé lién quan dén thoi diém lay
mau trudc 10 tuan thai) hodc két hop hai yéu té [43],[107],[108]. Nong do
cffDNA thap con c6 thé do thai mac trisomy 18, trisomy 13, monosomy X va
thé tam boi (triploidy) [46]. Mot s6 phong xét nghiém tu van nén lap lai xét
nghiém NIPS trong truong hop that bai, tuy nhién, ty 1¢ that bai khi lap lai xét
nghiém c6 thé 18n toi 40,0 - 50,0% va ty 18 léch boi cao hon dang ké trén
nhitng thai phu khong c6 két qua xét nghiém NIPS [46],[109]. Ly mau phan
tich lai chi cd thé tra két qua xét nghiém duoc khoang 50% trudng hop nhung
s& dan dén viéc kéo dai thoi gian cho doi cho nhiing truong hop khdng tra dugc
két qua lan 2. Vi ly do nay, ACOG va SMFM khuyén nghi nhitng thai phu
khong nhan dugc két qua xét nghiém NIPS nén dugc tu van di truyén, siéu
am hinh thai thai nhi, lva chon phuong phap sang loc khac hoac chi dinh tha
thuat xam lan sir dung dich 6i hoac gai rau lam xét nghiém Kkaryotype [66].
Nghién ctu cd 18 mau that bai khong tra duoc két qua NIPS, trong d6 c6 17
mau c6 néng do cfFDNA thap va 1 mau c6 dir liéu nhiéu cao. 18 thai phu da
duogc tu van thuc hién phuong phéap sang loc khac va theo ddi thai cho dén khi
sinh, ca 18 thai phu déu sinh con khée manh binh thudng, khdng phat hién
Iéch boi NST.
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Do sau trinh tu va do bao phu 1 hai yéu tb c6 tinh chat quyét dinh trong
giai trinh ty giai trinh tu thé hé méi (NGS). Do sau trinh tu va do bao phu cang
I6n két qua giai trinh tu cang chinh xac [110]. D6 bao phu thudong duoc tinh 1a
d6 sau trinh tu doan doc thd hoic doan doc DNA duogc khdp, biéu thi d6 bao
pht dy kién trén co so s6 luong va do dai caa doan doc DNA c6 chat luong
doc cao trudc hoic sau khi 1ap rap véi trinh tu tham chiéu hgl9. Trinh tu
nhitng doan doc DNA bat cap chi véi mot vi tri trén bo gen hg19 duoc coi la
trinh ty duy nhat (unique reads - URs). Bé udc tinh sé lugng tdi thiéu caa céc
lan doc trinh tu duy nhat can thiét xac dinh sé luong NST, d6 nhay va do dic
hiéu cua thuat toan dugc lya chon phai dat duwoc hang triéu lan doc trinh tu
DNA. Duya vao d6, sb lan doc trinh tw duy nhat sau khi khép va loc phai dat
trén 2 triéu va tot nhat 12 trén 3 - 4 triéu doan doc DNA [111]. Két qua nghién
ctu cho thay cac doan doc DNA sau khi duoc loc thoa méan day di cac yéu cau
vé chat luong, trung binh c6 4,4 triéu 1an doc trinh tu duy nhat duoc 1ap ban d6
cta toan bo lan doc thd, dao dong tir 2 tridu dén 17,7 triéu, dat khoang 78,0%
(4,4 triéu doc URSs/5,6 triu doc thd), dam bao du s6 luong doan doc DNA, két

qua nay cling twrong tu nhu trong nghién ctru cua Liao va cong su [103].

Trong nghién ciu, phan bd diém z-score trén 1231 mau caa cac NST
21, 18, 13 va NST X déu la phan b chuan vai s6 lan doc trung binh trinh ty
duy nhat cao 1a 4,4 triéu. Biém z-score cao nhat caa NST 21, 18, 13 & ngudng
khong phat hién léch bai lan luot 1a 2,77; 2,8; 2,57. Ngudng z-score cua NST
X khong phat hién léch boi NST gisi tinh dao dong trong khoang -2.9 dén
2,9. Két qua nghién ciru twong dong véi nghién ciu cua Jeon va cong su cho
két qua z-score cao nhat cia NST 21, 18 & ngudng khéng phat hién léch boi

lan luot 14 2,57; 2,46 [100].
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Xét nghiém NIPS phan tich cffDNA bing thuat toan tin sinh hoc xéac
dinh léch boi NST thai. Mic du c4c thuat toan ngay cang phét trién va co do
chinh x4c cao nhung van c6 kha ning c6 két qua xét nghiém NIPS dwong tinh
gia va yéu cau sd luong doc trinh tu duy nhat da 16n dé dat dugc do chinh xac
cao [9],[31],[112]. Trinh tu doan doc DNA duoc 1ap ban db va so sanh véi bo
gen tham chiéu hg19 va xac dinh sé lwgng doan doc DNA theo vi tri bo gen.
Sau khi hiéu chinh sb liéu, diém z-score trén mdi NST s& dugc tinh toan dé
x4c dinh sé luong NST thai [8]. Hau hét cac nghién ciu vé xét nghiém NIPS
dugc cong bd déu st dung diém z-score dé dua ra két luan xét nghiém NIPS
duong tinh hay am tinh [113]. Piém z-score cao hon Véi c&c mau trisomy va
thap hon véi cac mau monnosomy. Do tin cay caa xét nghiém NIPS phu
thudc vao do chinh xac cua xét nghiém nhu sé luong doan doc DNA, mau
tham chiéu dugc chon, phuong phap chuan bi mau va phuong phap giai trinh
tu. Tt ca cac yéu té nay duoc biéu hién bang diém bién thién (coefficient of
variation - CV) cua cac mau ddi ching va nong do c¢ffDNA déu anh huong
dén diém z-score [114]. Nghién ctu caa Sunshin Kim va cong su [115] da
gidi thidu mot thuat toan méi dya trén viéc chon cac mau tham chiéu phil hop
bang cach st dung diém bién thién theo ham lugng GC va s6 luong doan doc
DNA hoic Lau va cong su [116] nghién ctu véi s6 luong doan doc DNA thap
hon da bao cao hiéu qua lam sang cua xét nghiém NIPS dua trén giai trinh tu
MPSS véi 6 bao phua thap trung binh 0,1 x (= 300 bp), tao ra sé lugng trinh
tu duy nhat téi thiéu dudi 3,5 triéu. Kwon va cong su [117] phat minh ra mot
thuat todn mai st dung nhiéu diém z-score (Multi-Z) dé xac dinh Iéch boi
NST thai cho thay d6 chinh xac va hiéu qua cao hon so véi phuong phap giai
trinh tu thong thudng ngay ca véi do bao phu thap.

Nghién ctru cho két qua 1172 mau xét nghiém NIPS am tinh chiém ty 18
95,21%. 59 mau duong tinh véi léch boi NST chiém ty 1é 4,79% bao gém: 30
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mau trisomy 21, 15 mau trisomy 18; 05 mau trisomy 13; 04 mau monosomy X;
03 mau 47,XXY; 01 mau 47,XYY va 01 mau trisomy X. Nghién cau hiéu qua
xét nghiém NIPS ciia Maxwell va cong su trén ddi tuong thai phu nguy co cao
cling phat hién ty 1& Iéch boi NST twong dong [118]. Két qua nay ciing phu hop
véi nghién ctru caa Shan Dan va cong sy nam 2012 [6] goi y trén 95% thai phu
sé& tranh duoc thu thuat xam 1an néu duogc chi dinh xét nghiém NIPS. Diéu nay
khong nhiing lam giam chi phi va giam ap luc cho thai phy, ma con dua ra giai
phap an toan cho thai phu va thai nhi, tranh duoc tai bién mat thai do tha thuat
xam 1an. Néu tat ca 1172 thai phu dugc chi dinh tha thuat xam Ian thi c6 2 - 3
thai phu c6 kha ning mat thai, vi ty 1&é mat thai tir tha thuat xam lan (lay mau
gai rau hoc hat dich 6i) 12 0,11% - 0,22% [5]. Gia thuyét mat thai c6 thé tranh
duoc néu toan bo thai phu coé nguy co cao léch bdi NST duoc chi dinh xét
nghiém NIPS.

Nong do cfFDNA trong huyét tuong thai phu 12 yéu té chinh quyét dinh
hiéu suat xét nghiém NIPS. Néu co du ndng do cFFDNA trong mau va trong
cac giai doan kiém soat chat luong xét nghiém, thi xét nghiém c6 thé cung
cap so dém chinh xéc cua cac doan doc DNA. Nong do cffDNA trong mau
xét nghiém duoc chang minh tir trén 10 tuan thai méi dua ra két qua xét
nghiém chinh xéac [119]. Nong do cffDNA trung binh trong huyét tuong
khoang 10% [48] nhung c6 su khac biét Ion vé nong do cFIDNA giira c4c thai
phu [120]. Nong d6 cffDNA cang 16n, cang ¢ kha ning phan biét thai binh
thuong vai thai léch boi NST, dac biét 1a trisomy 21 [47]. Ngudng néng do
cffDNA phat hién trisomy trong mot sé nghién ciu 1a > 4% [48],[49],[50].
Trong khi nghién cau khac bao céo néng do cffDNA thap nhat phat hién
trisomy 1a 3,5% [121]. Nghién ctu caa Scott va cong su bao c4o nong do
cffDNA phai tir 3 - 4% dé ty Ié am tinh gia 1a thap nhat [122]. Trong cac
nghién ctru trude day, khoang 1 - 3% thai phu c6 cffDNA dudi 4%, day la
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nguyén nhan phé bién nhat cua két qua xét nghiém NIPS am tinh gia [49].
Trong truong hop nhu vay, ty 1& phat hién d6i véi mau NIPS duong tinh dudi
62,1% [123].

Nghién ctru d3 st dung phuong phap dém sé luong doan doc DNA
trong mdi ving NST (thuat todn SeqFF) [46]. Két qua nghién ciu cho thay
nong do cFADNA c6 phan bd chuan va c6 xu hudng ting dan theo tudi thai
tuong tng. Nong do cffDNA ting nhe c6 ¥ nghia thong ké ¢ tudi thai tir 10 -
20 tuan 6 ngay. Nong do cffDNA ting nhanh c6 ¥ nghia théng ké ¢ tudi thai >
21 tuan. Két qua nay twong tu nhu mot s6 nghién ctu caa Zimmermann va
cong su (2012) [57], Dar va cong su (2014) [124], Hudecova va cong su
(2014) [51], Pergament va cong su (2014) [109] cho thay nong do cffDNA
tang theo tudi thai va sy khac biét vé nong do cffDNA 14 c6 ¥ nghia thong ké.
Nghién ctu cia Wang va cong sy nam 2013 cho thiy nong do cffDNA ting
1&n trong subt thoi ky mang thai véi muc ting ban dau 1a 0,1% mdi tuan tir 10
- 20 tuan, sau tuan 21 tang 1% mdi tuan [108]. Nghién ctu caa Zhou va cong
su nam 2015 bao cdo ndng do cfFDNA duy tri 6n dinh cho dén 21 tuan, ting
chi 1% tir 10 - 21 tuan. Sau 21 tuan, nong do cffDNA ting nhanh, mdi tuan
tang 1%. Tur sau 32 tuan, nong do cffDNA ting nhiéu, ¢ thé duoc giai thich
boi sy ting dot ngot thé tich cua rau thai vao gan cudi thai ky [45]. Nghién
ctru cta Kinning va cong sy nim 2015 bao cédo ndng do cffDNA ting rét
cham tir 12,5 - 20 tuan thai (0,083%/tuan) c6 y nghia thong ké, trong khi ting
gap 10 lan tir sau 20 tuan (0,821%ftuan) [125]. Tuy nhién mot sé nghién cau
cuaa Lun va cong su (2008) [32], Palomaki va cong su (2011) [68], Norton va
cong su (2012) [48], Hestand va cong su (2018) [126], Suzumori va cong su
(2016) [37], Brar va cong su (2013) [127], Y. Song va cong su (2015)
[128]..., bao céo ndéng do cFFDNA tir 10 - 21 tuan co tang nhe, tuy nhién

khong phét hién duoc sy khéc biét co y nghia thdng ké, tir trén 21 tuan ndng
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d6 cffDNA ting nhanh va sy khac biét 12 c6 ¥ nghia thdng ké. cffDNA xuét
hién trong huyét twong thai phu tir tuan thir 6 thai ky va ting theo tudi thai c6
thé lién quan téi tang thé tich cua rau thai va nong do6 cffDNA ting dot ngot
vao gan cudi thai ky, dic biét 1a sau tuan thai thir 32 (c6 thé 1a két qua cua qué
trinh chuan bi sinh). Nhu vay, nghién ctu da xac dinh duoc nong do cffDNA
va méi tuong quan giita ndng d6 cfFDNA va tudi thai qua cac thai ky ¢ thai

phuy, cho thay nong d6 cffDNA c6 xu huéng ting dan theo tudi thai.

Két qua nghién cau cho thdy néng do cffDNA thap hon so véi cac

nghién ciu khac (bang 4.1).

Bing 4.1. Nong @ cffDNA qua cdc nghién civu trén thé gidi

TAc gia n Tuan thai (w) FF (%)
Ashoor. G (2012) [114] 300 11-13 11,4
Norton ME (2012) [48] 3.021 10-39 11,0

12-14 9,7

Lun (2008) [32] 35 17-22 9,0
38-39 20,4

Rava (2014) [129] 160 10-23 12,6
Y. SONG (2015) [128] 212 8-12w6d 8,54
Zhou (2015) [45] 22.650 >10 9,0
Dar (2014) [124] 17.885 9-41 10,1
Suzumori (2016) [37] 6.850 10-20 137
Kinnings (2015) [125] 140.377 10-40 9,47
Scott (2018) [122] 5.267 11,6
10-30w3d 7,79

L 10-13wé6d 7,44
H.H.Y¢én va CS (2020) 1.231 14-20W6d 776
>21w 10,85

Ghi chi: w: tuan thai; d:ngay; cffDNA: FF
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Diéu nay c6 thé ly giai do c4c nghién ciu khac nhau c6 ¢& mau dao
dong lon va thiét két nghién cau khac nhau, st dung cac phuong phéap giai
trinh tu va cac thuat toan khac nhau nén nong do cffDNA thu duogc tir cac
nghién ctu ciing dao dong khac nhau. Nhiéu nghién ctu béo cao noéng do
cffDNA khéng khéc nhau gitra cac chung toc va dan toc, tudi me, khdng co su
khac biét vé nong do cFFDNA tudi thai tir 10 - 22 tuan. Pa sé nghién ctu bao
céo cO nong do cfFDNA ty 18 thuan vai tudi thai > 21 tuan, nong do cFFDNA
tang nhanh sau 21 tudn, mdi tuan ting 1,0% [130]. Nghién ctu c6 sé luong
thai phu mang thai > 21 tuan chiém ty 1é thap 1a 4,79% (59/1231 mau) c6 thé
1a 01 ly do dan dén nong do cfFDNA thap trong nghién ctu. Tiép theo, c6 thé
lién quan dén khéi lwong rau thai [43]. Ngoai ra, c6 mot s6 yéu to nhu thao
tac xu |y tach huyét twong, phuong phap tach DNA va cac kit hda chat st
dung ciing 4nh huéng dang ké dén nong dd cffDNA lwu hanh trong huyét
tuong thai phu. Nghién ctu véi ¢& mau chua du 16n, chua thé dai dién cho
nong d6 cFDNA cua thai phu, can c6 nhirng nghién ciu véi ¢ mau én hon

dé c6 thé xay dung ngudng ndng do cfFDNA cua thai phu Viét Nam.

Nghién cau phét hién mdi twong quan nghich c6 ¥ nghia thong ké giira
nong do cFFDNA va can nang cua thai phu, thai phu c6 can nang dudi 60kg c6
nong do cFFDNA cao hon thai phu ¢6 can nang trén 60kg. Két qua nghién cau
vé mdi twong quan gitta cFFDNA va can ning hoic BMI cua thai phu phu hop
vé6i rat nhiéu nghién ciu trén thé giéi nhu nghién ciu ciia Ashoor va cong su
(2013) [43], Revello va cong su (2016) [131], Scott va cong su (2018) [122],
Dar va cong su (2014) [124].... cho thdy ndng do cfDNA ty 1& nghich Véi
can niang hoic BMI cua thai phu. Diéu nay da duoc ching minh bai nghién
ctru ctia Suzumori va cong su (2016) cho thay nong do cffDNA 14 34,8% trén
thai phu nang 34kg va 6,0% trén thai phu nang 115kg [37]. Nghién cuu cua
Ashoor va cong su ching minh noéng d6 trung binh cffDNA 1a 11,7% trén
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nhiing thai phu nang 60kg, 6,0% trén thai phu nang 120kg va chi con 3,9%
trén thai phu niang 160kg [43]. Biéu nay cd thé giai thich bai hai yéu td: ting
nong d6 DNA tu do caa thai phu s& lam giam nong d6 DNA thai tu do [49].
Su gia tang ndng d6 DNA tu do cua thai phu la do qué trinh hoai tir va chét
theo chuong trinh cua té bao md m& ¢ thai phu béo phi dan dén ting nong do
DNA tu do cuaa thai phu trong vong tuan hoan [132]. Su giam ndng do
cffDNA c6 thé lién quan dén viéc ting thé tich méau ¢ thai phu béo phi dan
dén ndng a6 cfDNA bi pha lodng [133]. Do d6, BMI cao va béo phi c¢6 tuong
quan véi ting nguy co két qua xét nghiém NIPS that bai. Yared va cong su
cho thay ty 1& that bai xét nghiém NIPS 1a 24,3% ¢ nhitng thai phu béo phi
(BMI > 30kg/m?) so véi 3,7% ¢ thai phu khong béo phi. Do d6, c6 nhiing han
ché trong viéc sir dung xét nghiém NIPS & nhdm thai phu béo phi [107].

Hon nita, két qua nghién cau cho thay tudi thai phu ciing c6 méi tuong
quan nghich dén nong do cffDNA, tuy nhién méi twong quan rat yéu. Nghién
ctu cua Revello va cong su (2016), Hou va cong su (2019) ciing cho két qua
tuong dong [131],[134], két qua cho thdy ndng do cffDNA giam dang ké khi
tuoi thai phu tang. Nhiéu bao céo trudc day ciing da chiang minh vai trd cua
tudi thai phu hoac mot sé yéu té khac ddi vai 1éch boi NST c6 thé anh huong
dén viéc thuc hién sang loc trugc sinh bang phan tich cffDNA [135]. Tuy
nhién, nghién ctru cua cac tac gia Kruckow va cong su [136], Ashoor va cong
su (2012) [130], Zhou va cong su (2015) [45], Hestand va cong su (2018)
[126], Hui L (2016) [137] cho thay rang cffDNA khéng c6 méi twong quan véi
tudi thai phu. Do do, tac dong cua tudi thai phu Ién cffDNA chua dat duoc sy
dong thuan va van can thém dir liéu. Tuy nhién, cac huéng dan ban dau tir tat
ca céac hiép hoi 16n lién quan toi san phy khoa da khuyén nghi han ché st dung
xét nghiém NIPS ddi voi nhitng thai phy > 35 tudi tai thoi diém sinh, tién su

sinh con léch bdi trude do, v.v. [65]. Tai Trung Quéc, thai phu tir 35 tudi tro
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1én thuong duoc tu van chan doan xam lan. Tuy nhién, ngdy cang c6 nhiéu
chuyén gia tin rang khong pht hop khi coi tudi thai phu Ia chi dinh duy nhét
cho viéc lva chon chan doan xam lan. Do d0, cac thay thudc 1am sang va
chuyén gia tu van vién nén tu van trudc sinh cho céc thai phu vé kha ning c6
thé anh hudong dén két qua xét nghiém NIPS do tudi thai phu va BMI thai phu.

Céc nghién ctu st dung thuat toan dém SeqFF d dua ra bang chung
vé anh huong cua nong do cffDNA véi Iéch boi NST. Trong trudng hop thai
phu va thai nhi ¢6 bo NST binh thuong dugc coi 1a ¢6 sé lwong NST gidng
hét nhau. Khi thai mac trisomy, nong d6 cffDNA sé& cao hon do s6 lugng doan
doc cua NST d6 tiang. Theo béo céao cua Benn va Cuckle, khi nong do
cffDNA thip, cac duong cong phan phdi cia ndng do cffDNA trudng hop bo
NST ludng boi va trisomy s& chong 18n nhau, do vay s& lam giam d6 chinh
x&c cua xét nghiém [138]. Tuy nhién, sy khac biét vé nong do cffDNA cd thé
lién quan dén céac loai léch boi NST khac nhau. Trong nghién ctu, nong do
cffDNA cao hon trén nhém thai phu mang thai mac trisomy 21 va trisomy 18
so véi nhém thai phu c6 két qua NIPS am tinh véi léch boi NST tir 10 tuan dén
20 tuan 6 ngay, tim thay su khac biét co ¥ nghia théng ké vé nong do cffDNA
gitra 2 nhédm thai phu. Nghién ciu ctia Ashoor va cong su (2013) [43], Rava va
cong su (2014) [129] cho thiy nong do cfFDNA ¢ tuan thai tir 11 - 13 tuan
trong truong hop trisomy 21 cao hon c6 y nghia thong ké so véi nhdm xét
nghiém NIPS &m tinh, trong trudng hop trisomy 18, 13, nong do cFIDNA thap
hon so vai nhdm xét nghiém NIPS am tinh. Nghién ctru cua Dar va cong su
(2014) [124] trén nhom 16n 28.739 thai phu ciing cho két qua tuong dong véi
nghién ctu cia Ashoor, Rava va cong su [43],[129] nhung véi tuan thai > 9
tuan. Nghién ciu caa Suzumori va cong su trén 6.993 thai phu c6 tudi thai tur
10 - 20 tuan thai ciing cho két qua nong do cffDNA thip hon dang ké trong
trurong hop trisomy 18, 13 so vai truong hop xét nghiém NIPS am tinh, tuy
nhién néng do cffDNA tuong dwong trong truong hop trisomy 21 va truong
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hop xét nghiém NIPS am tinh [37]. Palomaki va cong su bao cao két qua cua
mot nghién cau bénh chung trén 4.664 thai phu c6 nguy co cao trude khi lam
chan doan xam 14n cho thay nong d6 cffDNA ¢ thai mac trisomy 21 cao hon va
thai méc trisomy 18 thip hon so véi thai khdng mac trisomy, nong d6 cffDNA
thai mac trisomy 13 cao hon so véi thai khéng mac trisomy [139]. Trong khi,
Kinnings va cong su chang minh rang anh hudng léch boi NST dén nong do
cffDNA thay doi theo tudi thai. Khi so sanh cac mau NIPS &m tinh, nong do
cffDNA tang tir 16 tuan thai voi mau trisomy 21. Tuong tu, nong do cffDNA
giam tir 21 tuan va 18 tuan twong (ng vai trisomy 18 va 13 [125]. Do vay, cac
léch boi NST thai khac nhau c6 anh huéng khac nhau dén nong do cffDNA,
tdy thuoc vao NST bi anh huéng [37]. Nhitng nhan dinh ndy c6 thé lién quan
dén toc do chu ky té bao cham trong cac té bao la nudi cua rau thai trong
truong hop trisomy 13 va 18 gop phan lam giam nong do cffDNA [43]. Nong
d6 cffDNA cao hon trén trisomy 21 c6 thé 1a do sy gia tang qué trinh chét theo
chuong trinh cua té bao 14 nudi phdi [140]. Mét s6 bang ching ciing chi ra
stress oxi h6a din dén ting qua trinh chét theo chuong trinh cua té bao rau thai
va trisomy 21 dwoc chiing minh lam ting stress oxi hoa [141]. Nong do
cffDNA cao hon trong céc trudng hop trisomy 21 c6 thé 1a mot trong nhitng ly
do dan dén xét nghiém NIPS phat hién trisomy 21 c¢6 do chinh xac cao hon
trisomy 13 hogc trisomy 18 [142]. Nghién ctu bi gigi han vé s6 lugng mau
trisomy phét hién dugc & nhom thai phu ¢ tudi thai < 21 tuan (trisomy 21 = 20,
trisomy 18 = 7). Can c6 thém cac nghién ctu véi ¢& mau Ién hon dé co thé
lam r& méi twong quan giita ndng d6 cFFDNA va léch boi NST thai.

Trong nghién ctiu, ndng d6 cFIDNA c6 mdi twong quan thuan véi diém
z-score, khi nong do cffDNA ting, z-score cua trisomy 21, 18, 13 ting manh.
Tim thdy mdi twong quan nghich c6 ¥ nghia thong ké giita nong do cffDNA
va diém z-score mau 45,X. Khdng tim thay méi lién quan ¢ y nghia thong ké

gitta ndng d6 cffDNA va diém z-score mau NIPS am tinh vai trisomy 13, 18,
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21 va léch boi NST gidi tinh. Khi diém z-cores cao, két qua phat hién léch boi
NST cang dang tin cay. Két qua nghién cau phu hop véi béo céo cua Liao va
cong su cho thay 02/1700 truong hop diém z-score trong khoang 2 - 3 khong
xéac dinh duogc 1éch boi NST, ldy mau lai cho két qua nong do cFFDNA thap.
Do vay, nén chi dinh thu thuat xam lan trong nhiing truong hop nay [103].
Két qua nghién ctru ciing phu hop vai quan st caa Xu-Ping Xu va cong su vé
méi lién quan thuan giita ndng d6 cffDNA va diém z-score cua trisomy 21, 18
va 13. Tuy nhién, xu hudng nay di khong quan sat thay trén cac mau am tinh
véi trisomy 21, 18, 13 [143]. Nghién ctu cua Dheedene va cong su [144],
Suzumori va cong su [37] ciing cho két qua tuong ddng. Nong do cfFDNA
thap dan dén diém z-score thap trong mau NIPS duong tinh véi trisomy va
tang nguy co két qua xét nghiém NIPS am tinh gia hodc duong tinh gia [145].
Do vay, véi két qua xét nghiém NIPS duong tinh sir dung phuwong phéap dém,
nhat 1a cac truong hop nong d6 cffDNA thap va diém z-score & ngudng nguy
co trung binh, dé chan doan xac dinh trisomy nhat thiét phai chi dinh tha thuat

xam lan (Idy mau gai rau hoac dich 6i) 1am xét nghiém karyotype.

Xét nghiém NIPS sir dung phuong phap MPSS da dat dugc budc tién
vuot bac trong nhitng nam vira qua. Tuy nhién, cling nhu cac xét nghiém sang
loc truéc sinh khéc, xét nghiém NIPS ciing bao gom két qua duong tinh gia va
am tinh gia, mic du cac ty 1é nay thap hon nhiéu so véi xét nghiém sang loc
truge sinh truyén thdng (CFTS va triple test). Do vay, vai két qua xét nghiém
NIPS duong tinh can tu van thuc hién cac thi thuat xam lan nhu 1ay mau gai rau
hodc hut dich &i 1am xét nghiém karyotype nhiam chan doan xac dinh trugc khi
dua ra quyét dinh dinh chi thai nghén. Hién nay, két qua xét nghiém Kkaryotype
tir dich 6i hoac gai rau van Ia tiéu chuan vang trong chan doan trudce sinh léch
boi NST thai, 1a co s dé so sanh va danh gia gia tri cua cac ky thuat méi

trong sang loc va chan doan trudc sinh. Tuy nhién, tha thuat xam lan nhu hat
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dich 4i hoic ldy mau gai rau c6 thé gay gy mat thai véi ty 1 khoang 0,11% -
0,22% [5].

59 mau NIPS duong tinh vai léch boi NST thai duoc tu van tha thuat
xam l4an hat dich 4i 1am xét nghiém karyotype, 08 mau c6 két qua karyotype
binh thuong (46,XX; 46,XY) chiém 13,6% va 51 mau trisomy 21, 18, 13 va
léch boi NST gidi tinh chiém ty 16 86,4%. Ty 1é méc trisomy 21, 18, 13 va léch
boi NST gidi tinh twong dwong véi nhiéu nghién ciu khac [146].

Cac bat thuong sé lugng NST gom c6 2 loai: dang thuan (trong co thé
chi ¢6 duy nhat mot dong té bao bat thuong) va dang kham (trong co thé
ngoai dong té bao bat thudng con ton tai dong té bao binh thuong - 46 NST).
Bat thuong cau tric NST la do chét liéu di truyén cia NST bi mat mot phan,
thira mot phan hoac chuyén mot doan sang NST khac hoic quay 180°. CO rat
nhiéu dang bat thuong cau trdc, tuy nhién hay gap nhat 1a bat thuong ciu tric
kieu chuyén doan (83,5%), dao doan (8,6%), mot sé dang bat thuong khéac
chiém ty 1& 7,9% [147]. Bét thuong cau trac NST 1a nguyén nhan hang dau gay
say thai, thai luu lién tiép trong 3 thang dau cua thai ky.

Nghién ciru sir dung hé théng giai trinh tu lon Torrent c6 gia tri phat hién
léch boi NST thai vuot troi khi phét hién duoc mot sé trudong hop dac biét lién

quan dén bat thuong sb lwong (dang kham) va bat thuong cau tric NST:

+ 01 trudng hop xét nghiém NIPS duong tinh véi trisomy 18 ¢6 néng do
cffDNA 13 17% va diém z-score 1a 22,41; két qua xét nghiém karyotype tir dich
6i phat hién dot bién cau triic dang chuyén doan khong can bang gitra NST 18 va
NST 21 tao ra trisomy nhanh dai NST 18 [46,XX,der(21)t(18;21)(p11;q911)], két
qua xét nghiém karyotype tir mau mau hai vo chong thai phu cho két qua
46,XX va 46,XY.
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+ 01 truong hop xét nghiém NIPS duong tinh véi monosomy X cé
nong do cFDNA 1a 14% va diém z-score la -8,41, xét nghiém Kkaryotype tir
dich 6i cho két qua dot bién cau tric NST X dang isoXq [46,X,i(Xq)].

+ 01 trudng hop xét nghiém NIPS duong tinh véi trisomy 21 ¢6 nong
d6 cffDNA 1a 15,19% va diém z-score 1a 10,03; xét nghiém karyotype tir dich
i cho két qua kham 10% trisomy 21 va 90% dong té bao 46,XX (mos
47, XX,+21[8]/46,XX[72]), két qua xét nghiém karyotype tir mau cudng rén

thai nhi ciing cho két qua tuong tu.

Ca 3 truong hop khi giai trinh tu déu 6 so6 luong trinh ty duy nhat trén
4 triéu, nong do cffDNA va diém z-score kha cao. Nhitng phat hién tir 03
truong hop dic biét trén cho thay xét nghiém NIPS sir dung hé thong giai
trinh ty giai trinh ty lon Torrent 1a mdt phuong phap sang loc c6 hiéu qua
khong nhirng phéat hién trisomy 21, 18, 13, 1éch boi NST gidi tinh ma con
phat hién duoc nhitng trudng hop dic biét hiém gap nhu bat thuong sé luong
NST dang kham (kham 10%) va bat thuong cau tric NST.

1231 thai phy tham gia nghién ctru, sau gidi trinh tw phat hién 59 mau
c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh, trong d6 50 truong hop cd két qua
xét nghiém NIPS duong tinh that, 08 trueong hop xét nghiém NIPS duong tinh
gia (08 thai phu co két qua karyotype binh thuong) va 01 truong hop xét
nghiém NIPS am tinh gia véi 47, XYY (mau duong tinh véi 47,XXY, két qua
xét nghiém karyotype 1a 47,XYY). Ngoai ra, 01 truong hop két qua xét
nghiém NIPS nguy co thdp nhung xét nghiém karyotype cho két qua la thé
tam boi (69, XXX).

Ké tir khi cffDNA duoc phat hién lan dau tién trong huyét tuong thai
phu vao nam 1997 [31], xét nghiém NIPS phan tich cffDNA sang loc léch boi

NST thai ngay cang duoc (ng dung rong réi tai nhiéu nudc trén thé gi¢i. Nho
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vay, toan bo bo NST thai cd thé phét hién dugc tir mau thai phu bing cach giai
trinh tu song song s6 luong lén dong thoi cac doan DNA ngan (MPSS) [8].
Dua vao phuong phap MPSS, xét nghiém NIPS dugc coi la xét nghiém c6 do
chinh xac cao phét hién trisomy 21 va 18. Xét nghiém NIPS cé kha nang phat
hién cao hon va ¢4 ty Ié duong tinh gia thap hon so véi cac xét nghiém sang loc
true sinh truyén théng (véi ty 16 duong tinh gia khoang 5%) dua trén su két
hop giira tudi thai phy, siéu am thai va dinh luong cac protein hoic trong mau
thai phu [4]. Tuy nhién, vi nhiéu ly do khéc nhau, xét nghiém NIPS mic du
duoc céng nhan l1a xét nghiém sang loc truéc sinh ¢d hiéu qua cao, nhung van
khong phai 1a xét nghiém c6 thé thay thé xét nghiém karyotype do xét nghiém
NIPS vin c6 két qua duong tinh gia va am tinh gia [148]. Ty Ié két qua xét
nghiém NIPS duong tinh gia thap 1a mot trong nhig vu diém Ion nhat cua xét
nghiém. Xét nghiém NIPS duong tinh gia vai ty 1 thap c6 thé cho phép nhiéu
thai phu tranh cac thu thuat xam lan khéng can thiét ¢é chan doan xac dinh céac
két qua xét nghiém sang loc truée sinh truyén théng khéng chinh xac [149].
Theo phan tich téng hop cta Gil va cong su cho thay ty 1é duong tinh gia xét
nghiém NIPS tr 0,1 - 0,2%. Xét nghiém NIPS c0 gia tri tién doan am cao (>
99%) va diéu nay rat cd y nghia gilp 1am giam dang ké ty 18 thai phu phai
thuc hién cac tha thuat chan doan xam lan. Trong 1 phén tich tong hop 22
nghién ctu tr nam 2013 — 2016 [7], b4o céo 182/206 truong hop duong tinh
gia va 24/206 truong hop am tinh gia. Nhitng ly do chinh cua két qua xét
nghiém NIPS khong phu hop voi két qua xét nghiém karyotype bao gom kham
khu tr( rau thai (CPM), kham thai phu, bién thé sé lugng ban sao cua me
(CNV), mét thai trong thai d6i, thai phu méc ung thu ac tinh, kham thai thuc su
(TFM) va tham chi do sai s6t trong qua trinh ldy mau va thao tac tir phong xét
nghiém [142]. CPM la mét hién tuong sinh hoc twong ddi pho bién chiém ty le
1% dén 2% trén thai phu trong thai ky 1 [73]. Vi cffDNA c6 nguén gbc tir té
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bao 14 nudi phdi [35], phan Ion két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia va &m
tinh gia dugc béo céo nguyén nhan do CPM, c6 lién quan dén trisomy 13, 18,
21 va cac NST khéac [150].

Ngoai ra, két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia vdi trisomy 13 tuong
d6i cao, co thé lién quan dén kich thuéc cua NST 13 hodc ham lugng GC trén
NST 13. Nghién ctru ciia Zhang va cong su trén 146.958 thai phu cho thay ty
Ié phat hién caa xét nghiém NIPS véi trisomy 18 va 13 thip hon so véi
trisomy 21 [151]. Nguyén nhan c6 thé lién quan dén sai léch GC gay ra boi
qué trinh chuan bi mau hoac giai trinh ty. Su khac biét vé ham lugng GC cua
cac NST két hop vai sai léch GC lién quan dén qua trinh giai trinh tu da giai
thich mdi twong quan dang ké giita d6 bao phu va ham lugng GC tuwong ung.
NST 13 ¢6 ham lugng GC tuong dbi thap, qua trinh PCR va giai trinh tu trai
qua budc 1am giau NST véi ham lugng GC cao hon, din dén do bao phu thap
cho NST 13 va do d6 c6 mdi twong quan nghich giita do bao phu va ham
lugng GC trong cac NST [152]. Ngoai ra, nong do cffDNA va diém z-score
c6 anh huong dang ké dén ty 1é duong tinh gia xét nghiém NIPS. Nghién cau
phat hién 05 mau duong tinh gia, trong d6 03 mau trisomy 13; 02 mau
trisomy 18 déu c6 diém z-score déu ¢ ngudng 3 < z-score < 5 va ¢ ndng do
cffDNA trong khoang 5,0 - 9,0%, phu hop vai nghién ctu cta Yuan va Cong
su [153]. Hau hét cac mau xét nghiém NIPS duong tinh that déu c6 diém z-
score > 5, két qua nay hoan toan phu hop véi bao cdo cua Sikkema va cong su
[145]. Véi diém z-score > 3 khong phat hién mau duong tinh gia vai trisomy
21. Khi ting nhe ngudng phat hién cua NST 13 va 18 thi ty 1€ phéat hién
trisomy sé& 1a 100,0%, khong c6 két qua duong tinh gia. Tuy nhién, nghién
ctiu lya chon ngudng phat hién dbi vai trisomy 21, 18, 13 1a diém z-score > 3
dé co thé tranh c6 két qua am tinh gia cho xét nghiém phat hién trisomy 21.

Két qua nay hoan toan phu hop véi Palomaki va cong su nam 2012 va Jensen
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va cong su nam 2013 [50],[154]. Nghién ctu caa nghién cau cta Jensen va
cong su nim 2013 d3 str dung ngudng diém z-score = 3 cho trisomy 21 va
3,95 cho trisomy 18 va trisomy 13 cho két qua duong tinh gia thap < 0,09%
cho ting NST 21, 18, 13 [154].

Nghién ctu cua Liao va cong su danh gia hiéu qua sang loc Iéch boi
NST bing céng nghé giai trinh ty ban din dua ra ngudng diém z-score dé
giam nguy co xét nghiém NIPS am tinh gia va duong tinh gia. Xét nghiém
NIPS am tinh khi | z-score | < 2, trong khi xét nghiém NIPS duong tinh dwgc
x4c dinh 1a | z-score | > 4 [103]. Nghién ctiu ctia Yuan va cong sy cho thay
khi xét nghiém NIPS c6 diém z-score > 9 c6 d6 chinh xac cao hon z-score
trong khoang 3 < z-score < 5 hoic 5 < z-score < 9. Két qua NIPS duong tinh
gia hay gap trong truong hop diém z-score trong khoang 3 < z-score < 5
thuong do nguyén nhan CPM [153]. Mac du gia tri tién doan duong xet
nghiém NIPS khi diém z-score trong khoang 5 < z-score < 9 12 88,24% cao
hon diém z-score trong khoang 3 < z-score < 5 1a 16,67%, xét nghiém NIPS
van khong duoc coi 1a xét nghiém chan doan do ty 1& xét nghiém NIPS duong
tinh gia twong van d6i cao 1a 11,76%. Tuy nhién, két qua xét nghiém NIPS
duong tinh khi diém z-score > 9 rat c6 y nghia tién doan chinh xac trisomy
13, 18 va 21 [153]. Nghién cttu ctia Dheedene va cong su ciling dua ra ngudng
nguy co phat hién trisomy khi diém z-score > 5. Khi diém z-score trong
khoang 3 - 5 duoc coi 13 nguy co trung binh, can phan tich mau lap lai truéc
khi bao céo két qua. Néu mau lp lai c6 diém z-score > 3, miu duoc bao cdo
la nguy co cao vai trisomy [144].

Huoéng dan caa Hoi Thai phu khoa cua Hoa Ky (ACOG) niam 2015,
cho thay nong do cffDNA thap tir 1% dén 8% la nguyén nhan chinh cua cac
truong hop sang loc that bai, phu thudc vao hé théng giai trinh tu va sai sot tir

phong xét nghiém [66]. Két qua nghién cau ciing phu hop véi nghién cau vé
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cach tiép can danh gia nguy co 1éch boi thai cua Wright va cong su cho thay
ty 1& phat hién léch boi NST tang tir 62,0% Vi nong do cFDNA 1a 4,0% toi
100,0% Vv&i ndng do cffDNA > 9,0%, ching to ndng do6 cFIDNA cang cao thi
ty 1€ phat hién xét nghiém NIPS cang tang [123].

Nghién cau phat hién 02 truong hop NIPS duong tinh gia voi
monosomy X (45,X); 01 truong hop duong tinh gia véi 47, XYY va 01 truong
hop &m tinh gia véi 47,XYY. Ca 03 trudng hop duong tinh gia déu c6 z-score
thap < -5. 01 trudng hop xét nghiém NIPS am tinh gia véi 47,XYY, nong do
cffDNA 13 22%, diém z-score NST X Ia 5,38; thai nam véi tin hiéu NST Y
cao la 0,001043 (binh thuong, vai tin hiéu NST Y ¢6 ngudng > 0,0003 duoc
xac dinh 1a gioi tinh nam). Két qua nay ciling twong déng véi nghién cau caa
Li va cong su phat hién 02 mau xét nghiém NIPS dwong tinh v&i 47,XXY, két
qua karyotype 12 47,XYY. Theo nhiéu nghién ctu, kiéu NST XXY va XYY
rat kho danh gia trong xét nghiém NIPS [155].

Céc phuong phép sang loc trudce sinh truyén théng khdng sang loc léch
boi NST gidi tinh, 1éch boi NST gidi tinh thai thuong dugc phéat hién duoc
qua xét nghiém karyotype trén thai phu c6 nguy co cao 1éch boi NST thai
[156]. Xét nghiém NIPS khéng nhitng sang loc trisomy 21, 18 va 13, ma con
c6 kha nang sang loc 1éch boi NST khac, bao géom ca cac léch boi NST gidi
tinh. Cac triéu chung léch boi NST gidi tinh noi chung la nhe, ngoai tri
monosomy X gay say thai ty nhién, phat hién do két qua siéu am c6 d¢6 mo da
gay cao (NT) trong thai ky dau hoic di san bach mach dang nang (cystic
hygroma/hydrops) trong thai ky 2. Trong nhitng treong hop nhu vay, chi dinh
thu thuat xam 1an 1a can thiét thay vi tu van xét nghiém NIPS nham phaét hién
monosomy X. Két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia voi monosomy X cao
hon cac loai léch boi NST gigi tinh khac [157]. Nguyén nhan c¢6 lién quan dén
ham luong GC thap cua NST X va su gidng nhau vé trinh tu gitta NST X va
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Y, dan dén viéc d& gay nham 1an khi 1ap ban d6 (mapping). Hon nita, 2 NST
gidi tinh duoc danh gia ddéng thoi (NST gidi tinh cua thai phu duoc coi la
binh thuong trong khi NST gigi tinh cua thai van chua biét). Ngoai ra, kich
thude cua NST Y nho hon cac NST khac ciing ¢ thé dan dén su thay d6i 1on
trong cac lan dém cac doan DNA. Bat thuong NST cua thai phu hodc kham
thai ciing c6 thé han ché viéc phat hién léch boi NST giéi tinh [158]. Mot sb
nghién ctru da chting minh c6 sy mat NST X theo cap sé nhan tudi thai phy,
lam tang ty I¢ kham cua thai phu vai monosomy X [159]. Wang va cong su
nhan thiy rang khoang 8,6% céac truong hop NIPS duong tinh véi léch boi
NST giai tinh nguyén nhan do thai phu c6 kham NST giai tinh [76]. Do do, ty
16 két qua xét nghiém NIPS khong phi hop voi monosomy X ting theo tudi

thai phu.

Khi két qua xét nghiém NIPS duong tinh véi léch boi NST gidi tinh,
nén chi dinh 1am xét nghiém karyotype tr mau mau thai phu va yéu cau
phong xét nghiém té bao dém it nhat 30 cum té bao, vi phan tich nay c6 thé
loai trir kham > 10% [160].

Ty ¢ duong tinh gia cao cua xét nghiém NIPS ciing c6 thé lién quan
dén hién twong mat mot thai trong thai doi (Vanishing Twin), vi vy véi cac
truong hop két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia nén tu van thii thuat xam
lan cho thai phu.

Nghién ctru c6 1 truong hop két qua xét nghiém karyotype 1a thé tam
boi (69,XXX) nhung cd két qua xét nghiém NIPS &m tinh, nguyén nhan c6
thé do phuong phép giai trinh ty gen MPSS cho phép xac dinh chinh xac tiing
loai trisomy, dya vao phuong phap dém dinh luong 1 so sénh s6 luong trinh
tu doan doc DNA twong ddi tir mdi NST quan tdm v&i NST tham chiéu. Do
vay, str dung phuong phap MPSS trong sang loc Iéch boi NST c6 thé gap bat
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loi trong viéc phat hién thé tam boi, vi thé tam boi & anh huong Ién tat ca cac
NST nhu nhau [161].

Nghién ciu cho thiy do nhay (ty 1& duong tinh that) va do dic hiéu (ty
I¢ &m tinh that) la 100,0% va 99,6% vdai khoang tin cay 95% cho d6 nhay va
d6 dac hiéu lan luot 12 92,1 - 100% va 99,0 - 99,9% cho ca 3 loai trisomy 21,
18, 13. Trong d6, d6 nhay cho trisomy 18, trisomy 13 c6 khoang tin cay 95%
tuong doi rong twong ung 1a 75,0 - 100,0% va 16,0 - 100,0%. Két qua nghién
ctiu twong dong vai nghién cau cia Francesco va cong su béo céo do nhay va
d6 dac hiéu trén hé thdng lon Torrent 12 100,0% véi khoang tin cay 95% cho
d6 nhay va do dac hiéu lan luot 12 84,0 - 100% va 96,0 - 100% cho ca 3 loai
trisomy 21, 18, 13 khi so sanh véi két qua karyotype tir dich 6i hoic gai rau.
Mac du dé nhay cho trisomy 13 va 18 la 100%, nhung khoang tin cay 95%
rong tuong ung la 39,8 - 100,0% va 2,5 - 100,0% vi s6 luong mau trong
nghién cau thap [162]. Nghién ctu cua Liao va cong sy trén hé théng lon
Torrent, st dung ngudng diém z-score > 3 cho thay do6 nhay 99,94% cho
trisomy 21 va 100,0% cho trisomy 18 va trisomy 13. B§ dac hiéu la 99,46%
cho trisomy 21, 99,24% cho trisomy 18, va 100,0% cho trisomy 13 [103].
Nghién ciru ciia Zhang va cong su trén hé théng giai trinh ty lllumina béo céo
d6 nhay chung 1a 99,17% dbi voi trisomy 21, 98,24% ddi véi trisomy 18 va
100,0% ddi véi trisomy 13 va do dic hiéu 1a 99,95% d6i véi trisomy 21,
99,95% ddi véi trisomy 18 va 99,96% ddi vai trisomy 13 [151]. St dung hé
théng giai trinh tu [llumina, Zhou va cong su cho thdy d6 nhay va do dic hiéu
cua xét nghiém NIPS khi phat hién trisomy 21, 18 va 13 la 100,0% va 99,9%
[163]. Nghién cau phan tich tong hop trén cac hé thdng giai trinh tu khac
nhau cho thiy d6 nhay gop cho trisomy 21, 18 lan luot 12 99,8% (95% ClI:
98,1 - 99,9%) va 97,7% (95% ClI: 98,1 - 99,9%). Do nhay gop cho trisomy 13
la 97,5% (81,9 - 99,7%). B4 nhay gop cho ca 3 loai trisomy la 99,9% (95%
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Cl: 99,8 - 99,9%) [164]. Nghién ctu cua Xue va cong su trén sé luong 16n
thai phu trén hai hé théng giai trinh ty lon Torrent va Illumina bao cao do
nhay va d¢ dac hiéu cao cho trisomy 21, 18, 13 [96].

Gia tri tién doan am cho ca 3 loai trisomy 21, 18, 13 la 100,0% (95%
Cl: 100,0 - 100,0%). Két qua nghién ctru twong ddng vai két qua cua Sekelska
va cong su nam 2019 cho thay gia tri tién doan am cho ca 3 loai trisomy 21,
18, 13 1a 99,99% [165]. Phan tich tong hop ciia Iwarsson va cong sy nim
2017 trén d6i twong thai phu nguy co trung binh va nguy co cao dua ra ty 1¢
két qua xét nghiém NIPS am tinh gia chiém ty 18 thap chi 0,01% trong phan
16n cac nghién ctru [164].

Trong nghién cuu, gia tri tién doan duong (PPV) trisomy 21 cao nhat 1a
100,0%, khoang tin cay 95% la 88,0 - 100,0%, trisomy 18 la 87,0%, khoang
tin cay 95% la 60,0 - 98,0%, tuy nhién PPV trisomy 13 twong d6i thap la
40,0%, khoang tin cay 95% rong la 5,0 - 85,0%. Nghién ctu cua Zhou va
cong su ciing cho két qua PPV tuong tu véi trisomy 21, 18, 13 lan luot 1
94,7% (95% CI: 94,2 - 95,2%); 83,3% (95% CI: 82,9 - 83,7%); 50% (95% ClI:
48,9 - 51,1%) [163]. Nghién ctu ciia Petersen va cong su nam 2017 cho thay
PPV trisomy 13, 18, 21 lan luot 1a 84,0%; 76,0%; 45,0% [166]. Norton va
cong su dua ra PPV trisomy 21 1a 80,9% (95% CI: 66,7 - 90,30%), trisomy 18
la 90,0% (95% CI: 55,5 - 99,70%) va trisomy 13 la 50% (95% CI: 6,8 -
93,2%) [69]. Mic du do nhay cua xét nghiém NIPS ddi voi trisomy 21, 18 va
13 cao, nhung PPV kh&c nhau vai tirng loai trisomy, PPV cao vai trisomy 21
va 18, thap hon voi trisomy 13. PPV ty Ié thuan véi do dic hiéu cua xét
nghiém va duoc xac dinh boi tan suat xuat hién caa léch boi NST d6 tai tudi
thai ma thai phu thyuc hién xét nghiém. Tan suét xuat hién trisomy 21, 18, 13 &
phu nir 35 tudi véi thai 10 tuan lan luot 13 1:185, 1:470, 1:1.500, gia sir do
nhay va do dic hiéu 12 99,9% cho mdi léch boi NST, PPV sé lan luot 12 84%,
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68%, 40% v&i trisomy 21, 18, 13 [146]. PPV phat hién trisomy 13 Ia thap
nhat, diéu nay co thé lién quan dén tan xuét trisomy 13 thap hon c6 ¥ nghia so
véi trisomy 21 va trisomy 18. Sé truong hop trisomy 13 trong mdi nghién ciu
1a twong dbi thip va din dén PPV khac nhau giita cac nghién ctu [69]. Nhiing
phat hién ndy cho thiy su can thiét phai tuw vin vé két qua xét nghiém NIPS
cho thai phu. Biéu quan trong l1a phan biét dugc su khac biét gitta d6 dac hiéu
va PPV. Vi du: khdng nén coi rang xét nghiém c6 do dic hiéu trén 99,0% sé&
cé ty Ié duong tinh gia dudi 1,0%. Nhu dir liéu trong nghién ctru nay va mot
s6 nghién ciru khéc co thé thay, xét nghiém NIPS c6 PPV trisomy 13 va léch
boi NST gidi tinh dudi 60,0%. Di véi mot cap vo chdng cd két qua xét
nghiém NIPS duong tinh véi trisomy 13 hodc léch bdi NST gisi tinh, diéu
quan trong nhat 1a phai tu van dé ho hiéu rang kha ning thai cua ho thuc su
méc trisomy 13 hoic léch boi NST gidi tinh 12 dudi 60,0%. Mat két qua siéu
am binh thuong s& lam giam kha ning mac trisomy 13 hoac léch boi NST gidi
tinh xudng thap hon nita. Biéu nay rat khac véi viéc thai phu dugc thdng bao
rang 99,0% kha nang thai bi anh huong va co thé dan dén mot quyét dinh thuc
hién tha thuat xam 1an trude khi thuc hién thém bat ky phuong phap sang loc
nao khac [115].

Nghién ctu phat hién léch boi NST gigi tinh (SCAS) c6 do nhay la
83,3% (95% CI: 35,9 - 99,6) va do dic hiu 12 99,8% (95% ClI: 99,3 - 99,9%):
gié tri tién doan duong 12 62,5 % (95% Cl: 24,5 - 91,5%). P nhay va gié tri
tién doan duong (PPV) cho SCAs c6 khoang tin cay dao dong trong khoang
rong do sé lugng mau trong nghién ctu thap. Trong cac loai léch boi NST
gidi tinh, PPV véi 47, XYY 14 thip nhat = 0,0% (95% CI: 0,0 - 97,5%); tiép
theo 1a 45,X chiém 50,0% (95% CI: 6,76 - 93,2%), 47,XXY la 66,7% (95%
CI: 9,43 - 99,29%); PPV cao nhét 1a 47,XXX Ia 100,0% (95% CI: 2,5 - 100%).

Nghién ctu cta Hooks va cong su da chi ra xét nghiém NIPS sir dung phuong
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phap MPSS ¢6 d6 nhay cao 14 92,6% va ty & duong tinh gia thap dudi 1,0% Véi
SCAs [167]. ACOG chi ra @6 nhay va do dac hiéu phat hién SCAs la 91,0% va
99,6% [113],[168]. Trong mét phan tich tong hop, ty 1& phat hién monosomy X
va SCAs khéc 1a 93,0% va 90,3%. Tuy nhién, ty I¢ phat hién ciing rat khac nhau
gitra c&c nghién ctru khac nhau trong nghién ciu phan tich nay. Ty 1€ phéat hién
monosomy X thip nhit va cao nhat 1a 66,7% va 100,0% [7]. Y.Xue va cong su
nhan thay rang do dic hiéu va PPV véi SCAs 1a 99,9% va 57,1% khi st dung
hé thdng giai trinh tu lon Torrent va 99,78% va 36,9% khi sir dung hé théng
giai trinh ty cua Illumina [169], ching to giai trinh tu trén hé théng lon Torrent

c6 gié tri phat hién SCAs hiéu qua cao hon hé théng Illumina.

Mot s6 nghién ciu béo céo PPV phu thudc vao ting loai SCAs khéc
nhau dao dong tir 20,0 - 40,0%, cao nhat 1a 50,0% [115],[124]. Nghién ctu
cua Yao va cong su ciing cho két qua twong dong, chi ra PPV cho SCAs I
54,17%; PPV voi 45,X 13 40%; 47,XXY la 42,86% va cao nhat 1a 47, XXX
chiém ty 1& 70% [170]. Nghién ctu cua Cheung va cong su cho thay ty I¢
duong tinh gia véoi monosomy X 1a 62%, cao hon vai 47, XXX; 47,XXY;
47, XYY [171]. Zheng va cong su chirng minh ty I¢ xét nghiém NIPS duong
tinh that SCAs 1a 54,55%. Trong s6 SCAs, PPV cho monosomy X (hoi chiing
Turner) 1a thap nhét (44,44%). PPV cho céc loai SCAs khac twong ddi chinh
xéac [172]. Két qua nghién ctu caa Xue va cong su cho thay do nhay va do
dic hiéu cao, tuy nhién PPV rat khac nhau véi timg loai SCAs, thip nhét la
monosomy X véi ty 1é 28,57%, tiép theo 1a 66,67% véi 47,XYY, 80,0% véi
47 XXX va cao nhét 1a 47,XXY véi 92,31% [96]. Nghién cau trén 50.301
thai phu thuc hién xét nghiém NIPS phat hién Iéch boi NST thai cho thay
PPV véi SCAs 1a 32,42%, trong d6 PPV cho monosomy X thap nhat Ia
18,39%, tiép theo 1a 47,XXY Vi 39,29%; 47, XXX la 44,4% va cao nhat Ia
47 XYY véi 75,0% [173].
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PPV véi SCAs trong nghién ciu c6 sy khac biét so véi nhiéu nghién
ctru khac [7],[96],[166],[170],[173], c6 thé lién quan dén s6 lugng mau, ty 1¢
méac bénh trong quan thé nghién cau thap, thiét ké nghién ctu va sé luong
thai phu thuc hién xét nghiém karyotype trong nghién cau. Trong mét sé
nghién cuu I6n, chi ¢ 1/3 thai phu co xét nghiém NIPS duong tinh duoc theo
ddi 1am sang trong cac nghién ctu. PPV ctia mot xét nghiém sé& thap hon
trong quan thé c6 ty 1é mac bénh thap. PPV véi 47, XYY la thap nhét, do trong
nghién ciu chi phat hién dugc 1 truong hop, nghién cau chi c6 thé dua ra
nhan xét 1a PPV thap nhat trong nghién ctu, khong dai dién cho quan thé.
Trudng hop monosomy X thuong ¢é dau hiéu chi diém 12 ¢6 mo da gay (NT),
khi két qua xét nghiém NIPS duong tinh véi 45,X, néu két qua siéu &m c6 NT
binh thuong thi nhiéu kha nang thai c6 NST gigi tinh binh thuong (46,XX).
Trong truong hop siéu Am c6 NT > 3mm, nén tu van thai phu thuc hién tha
thuat xam 1an lam xét nghiém karyotype, thay vi tu van xét nghiém NIPS. Do
vay, ty & phat hién monosomy X s& thap hon do nhom thai phu c6 NT > 3mm

da duogc thuc hién xét nghiém karyotype ma khéng xét nghiém NIPS.

Trong céc nghién ctu, xét nghiém NIPS duong nhu tién doan chinh xac
hon 47,XXX va 47,XXY, nhung kém hon trong monosomy X. C6 thé giai thich
do mat sb Iy do sau: (i) NST X va Y c6 58 gen tuong dong, trong d6 29 gen nam
& hai dau cia NST X va 'Y - viing pseudoautosomal. Ving pseudoautosomal bao
gom hai doan ngan ¢ hai dau caa NST gigi tinh. Sai st trong quéa trinh giai
trinh ty cac vi tri nay trén NST X va Y c6 thé dé dang xay ra do phuong
phap MPSS chi giai trinh tu cac doan DNA ngén; (ii) Nong d6 trung binh
cffDNA chi chiém khoang 10,0 - 20,0% [32]. Bat thuong NST cua thai phu
cling 6 thé din dén két qua xét nghiém NIPS khdng phu hop véi két qua

chan doan xam 1an [158]. T4t ca nhiing yéu t6 trén cling lam ting ty I¢ xét



121

nghiém NIPS duong tinh va ting sé luong thai phu phai thuc hién tha thuat

xam lan dbi voi xét nghiém NIPS.

Cac nghién ciru déu cho thay rang xét nghiém NIPS phét hién léch boi
NST gidi tinh (SCAS) ¢6 d chinh xac thap hon so véi léch boi NST thuong
[174],[175]. Gil va cong su nam 2015 bao cao xet nghiém NIPS c0 ty 1€ phat
hién va ty 16 duong tinh gia lan luot 12 99,2% va 0,09% véi trisomy 21;
96,3% va 0,13% véi trisomy 18; 91,0% va 0,13% véi trisomy 13; 90,3% va
0,23% vaéi monosomy X va 93,0% va 0,14% véi 1éch boi NST gidi tinh khac
véi monosomy X [7]. Cac truong hop xét nghiém NIPS duong tinh vai SCAS
dua trén phuong phap MPSS duoc cho la nguyén nhan do kham thai sé khé
khang dinh bang xét nghiém karyotype néu cac té bao hoic mé khong du sb
lugng dé phan tich. Hon nita, trong truong hop kham gigi han rau thai hoac
kham thai phu déu c6 thé dan dén két qua xét nghiém NIPS duong tinh V4i
SCAs dua trén phuong phap MPSS, diéu nay co thé duoc xéac nhan bang cach
phan tich sdu hon vé mé rau thai hoac té bao bach cau thai phu [170]. Nghién
cru Vi €& mau con thap, cac truong hop léch boi NST gigi tinh phat hién
duoc chi c6 9 truong hop, trong do 3 trueong hop xét nghiém NIPS duong tinh
gia va 1 xét nghiém NIPS truong hop am tinh gia, do vay co6 sy khéc biét vé

PPV so vai cac nghién cau khac.

Khoang 99,0% monosomy X bi say thai tu nhién trong thai ky 1, trong
khi hau hét 1éch boi NST gidi tinh khéac cho thay khéng c6 triéu chang 1am
sang rd rang hoac bat thuong trén siéu am [176]. Mic di ty 1é mac SCAs cua
mbi loai léch boi twong dbi hiém, nhung ty I¢ SCAs tich litly xay ra khoang
0,3% tong so trudng hop sinh song [177]. That vay, ty 1& tré sinh song mac
léch boi NST gidi tinh cao hon rat nhiéu so véi léch boi NST thuong

(trisomies 21, 18 hoic 13). Biéu nay phan anh thyc té raing SCAs hiém khi
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gay chét nguoi va cac dac diém kiéu hinh cia SCAs it nghiém trong hon cac
léch boi NST khéc. Theo té chirc y té thé giéi (WHO), SCAs chiém gan
50,0% bat thuong NST & nguoi. WHO ciing bao cdo ty 18 1: 400 ngudi c6
kiéu hinh binh thuong (0,25%) la SCAs [178]. Céc can thiép sém nhu liéu
phap hormone va liéu phap thay thé hormone da dugc chitng minh 12 cai thién
bién chang cho nhitng tré mac 45,X hoic 47,XXY [179]. Bdi véi thai trisomy
X ¢6 thé lién quan dén thai cham phat trién, réi loan nhan thac, khuyét tat vé
hoc tap va réi loan tam Iy, do vay phat hién sém trisomy X gitp gia dinh va
x4 hoi cd thé 1ap ké hoach gido duc va chim soc y té sém cho tré [180]. Vi
vay, sang loc va chan doan trugc sinh SCAs ¢6 thé gop phan dua ra nhitng

bién phap cham soc va diéu tri cho tré SCAs kip thoi [181].

ACOG va SMFM cho thay tat ca c4c thai phu nén duogc tu van lya chon
sang loc léch bdi NST hoidc xét nghiém chan doan céac réi loan di truyén cua
thai nhi, bat ké tudi cua thai phu [182]. ACMG khuyén céo thay thudc chuyén
khoa nén tu van trudc khi xét nghiém NIPS cho tat ca thai phu, vé viéc sir

dung sang loc mé rong cho SCAs [183].

Két qua nghién ctu cho thay xét nghiém NIPS c6 thé dugc sir dung dé
sang loc SCAs, tuy nhién, hiéu qua cta xét nghiém sang loc SCAs trong
nghién ciu hién thap hon so voi xét nghiém karyotype. Do vay, nén tu van
cho céc thai phu vé loi ich va han ché cua xét nghiém NIPS trong sang loc
SCAs. Thai phu nén dugc giai thich vé nhitng Iy do tai sao xét nghiém NIPS
sang loc SCAs lai co ty I1€ duong tinh gia cao. Nhitng thai phu nay ciling nén

duoc théng bao vé nhitng loi ich va rai ro khi lya chon xét nghiém chan doan.

Mic du ¢6 nhiéu tranh cdi xung quanh viéc sang loc truéc sinh bang

cffDNA, nhung viéc tu van trudc va sau xét nghiém NIPS la thuc sy can thiét,
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gilp thai phu c6 thé hiéu rd hon vé lya chon ma ho dua ra. Khi két qua xét
nghiém NIPS cho thidy nguy co cao SCAs, thai phu nén dugc tu van bai
chuyén gia di truyén. Nén chi dinh chan doan xam 14an khi két qua xét nghiém
NIPS duong tinh voi SCAS.

Mot loi ich nira cua xét nghiém NIPS dua trén MPSS la phéat hién duoc
céc léch boi NST khac hiém gap. Tuy nhién, nhitng két qua nay rat hiém, va hau
hét lién quan dén kham gigi han & rau thai (CPM) hoic lién quan dén say thai,
hodc hiém hon 13 truong hop thai cham phat trién trong tir cung. Loi ich 1am
sang trong viéc phat hién cac trisomy hiém gap nay mot 1an nira lai lam ting

thém ty 18 tha thuat xam I4n tir 0,1 - 0,78% [184].

Xét nghiém NIPS sang loc phan lén céac léch boi NST thudng gap, giup
giam sb lugng thai phy phai thuc hién tha thuat xam lan do sang loc trudc sinh
truyén thong c6 nguy co cao tir Xét nghiém huyét thanh me, d6 mo da gay, siéu
am bat thuong hinh théi... Muc tiéu cia nghién ctru 1a danh gia gia tri cia xét
nghiém NIPS so véi xét nghiém sang loc trudc sinh truyén thong nhu sang loc
huyét thanh thai phu, tudi thai phu trén 35, siéu &m bat thuong (do mo da gay
va siéu &m c6 hinh thai bat thuong).... dé budc dau c6 thé gidp ich cho thay
thudc 1am sang c6 thém dinh hudng, tu van xét nghiém NIPS pht hop cho ting
d6i tugng thai phu, lua chon nhiing thai phu can chi dinh tha thuat xam lan va

nhitng thai phu nén tu van xét nghiém NIPS.

Trong tong s 1231 thai phu xét nghiém NIPS, s6 luong thai phu duoc
chi dinh xét nghiém NIPS vi sang loc huyét thanh me nguy co cao chiém ty I¢
cao nhat, s6 luong thai phu lién quan dén siéu am bat thuong hinh thai chiém
ty & thdp nhat. Tuy nhién, PPV do siéu am hinh théi bat thuong chiém ty 18

cao nhat va PPV do sang loc huyét thanh me nguy co cao chiém ty 1¢ thap
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nhat. Dic biét, nhdm thai phu c6 hinh anh siéu am két hop gitra hinh thai bat
thuong va d6 mo da gay (NT) > 3,5mm c6 két qua xét nghiém NIPS duong
tinh chiém ty 1¢ cao nhat. Trong nhdm c6 NT cao, ty 1¢ thai phu c6 NT >4mm
c6 két qua xét nghiém NIPS duong tinh chiém ty 1& cao nhat, tiép theo Ia thai
phu c6 NT tir 3 - 3,9mm. Xét nghiém NIPS duong tinh lién quan dén chi dinh
huyét thanh me nguy co cao trisomy 21 cho thay véi nguy co > 1/10, xét
nghiém NIPS duong tinh cho ty 1¢ cao nhat. Két qua caa nghién ciu hoan
toan phu hop vai bao cao cua Persico va cong sy nam 2016 trén 249 thai phu
lam xét nghiém NIPS trén nhdm cd xét nghiém sang loc truéc sinh két hop
thai ky 1 (CFTS) nguy co > 1/250, phéat hién 35/36 truong hop trisomy 21,
13/13 truong hop trisomy 18, 05/05 truong hop trisomy 13 va 03/04 truong
hop SCAs. Thyc hién thi thuat xam lan trén 2 nhom thai phu c6 nguy co cao
sang loc huyét thanh: nhém 1 véi nguy co > 1/10 hoac NT > 4mm va nhém 2
véi nguy co tir 1/11 - 1/250 va NT < 4mm. Két qua nghién cau phét hién
dugc tat ca cac truong hop trisomy 21, 18 hoic 13, 80% cac trudng hop
SCAs, 62,5% bat thuong NST khac va tranh duoc 82,5% thu thuat xam lan &
thai phu c6 bd NST thai binh thuong. Trén nhiing thai phu c6 nguy co cao
thai ky 1, viéc lua chon chinh xac nhém thai phu can thuc hién tha thuat xam
lan (nguy co > 1/10 va NT > 4mm) va nhom thai phu nén lam xét nghiém
NIPS c6 thé lam giam déng ké s6 lugng cac thai phu phai thyuc hién thu thuat
xam lan, ngoai kha nang chan doan chinh xéac trisomy con chan doan trén
60% truong hop bat thuong NST khac khong thé phat hién duoc bang xét
nghiém NIPS [185]. Nghién cutru 16n cua Syngelaki va cong su nam 2014, Ty
16 mac trisomies 21, 18 va 13, monosomy X, thé tam boi va cac bat thuong
NST kh&c & nhodm thai phu c¢6 nguy co > 1/10 hoac NT > 3,5mm cao hon

dang ké so vai nhom thai phu c6 nguy co < 1/10 hoac NT < 3,5mm. Nén chi
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dinh tha thuat xam lan trén nhém thai phu c6 nguy co > 1/10 hoic NT >
3,5mm nhd d6 c6 thé phat hién bat thuong cac NST khac (ngoai NST 21, 18,
13), c4c bat thuong NST khac c6 thé bi bo qua néu xét nghiém sang loc huyét
thanh thai phu dugc thay thé toan bo bing xét nghiém NIPS [186]. Hiép hoi
siéu am quéc té vé thai phu khoa (ISUOG) d3 dua ra hudng dan vé viéc st
dung xét nghiém NIPS thich hop va khuyén nghi xét nghiém NIPS khong nén
thay thé tha thuat xam lan & thai phu c6 xét nghiém CFTS nguy co > 1/10. Do
d6, khong nén tu van xét nghiém NIPS ma chi dinh tha thuat xam lan (lay
mau gai rau hoic hat dich i) thuc hién xét nghiém karyotype cho tat ca thai

phu cé xét nghiém CFTS nguy co > 1/10 va NT > 4mm [187].

Nghién cttu cia Benachi va cong su nam 2015 trén 900 thai phu co
nguy co léch boi NST thai c6 hoizc khong cé siéu &m hinh thai bat thuong va
da duoc thuc hién tha thuat xam 1an. Xét nghiém NIPS duoc thuc hién song
song va so sanh két qua. Két qua xét nghiém NIPS xac dinh 76/76 (100,0%)
trisomy 21, 22/25 (88%) trisomy 18 va 12/12 (100,0%) trisomy 13. O nhiing
thai phu c6 siéu am binh thuong va két qua xét nghiém NIPS am tinh,
karyotype da xac dinh dugc 02/483 (0,4%) cac bat thuong NST Khac véi
trisomies 13, 18 va 21. Trén nhiing thai phu c6 siéu am bat thuong (hinh thai
bat thuong va NT cao) va két qua xét nghiém NIPS am tinh, ¢ 23/290 (7,9%)
c6 bat thuong NST khéac ngoai trisomy 21, 18 va 13. Nhu vay, trong trudng
hop NT cao hoic siéu am bat thuong hinh thai, nén tu van chi dinh chan doan
xam lan cho thai phuy, dé phat hién trisomy 21, trisomy 18, trisomy 13 hoic cac
bat thuong NST khac [188]. Mic du Hiép hdi Y hoc me va thai (SMFM)
khuyén céo két qua siéu am thai bat thuong 12 mot chi dinh dé xem xét viéc sir
dung xét nghiém NIPS, tuy nhién thai phu nén duogc tu van truéc xét nghiém

rang xét nghiém NIPS s& bo s6t khoang 8% cac bat thuong NST khac ma tha
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thuat xam lan c6 thé phat hién dugc qua xét nghiém karyotype hoic microarray
[189]. Petersen va cong su nim 2014 bao cao vé ty I bat thuong NST s& bi bo
sot khi thai phu thuc hién xét nghiém NIPS, nghién cau trén 193.638 thai phu
duoc sang loc két hop thai ky 1, trong d6 10.205 (5,3%) thai phu thyuc hién thi
thuat x&m lan 1am xét nghiém Kkaryotype. Két qua 1.122 thai phu (11,0%) c6
bat thuong NST, trong d6 262 thai phu (23,4%) khong phat hién dugc bat
thuong NST khong dién hinh bai xét nghiém NIPS. Ty 1¢ bat thuong NST
khong dién hinh ting 1én & thai phu trén 45 tudi, NT > 3,5mm, hoic bat thuong
huyét thanh me nhu FBhCG < 0,2 hoac > 5 MoM hoac PAPP-A < 0,2 MoM.
Do vay, véi nhitng yéu té nguy co nhu tudi thai phu cao trén 45 tudi, siéu &m
bat thuong hinh thai bao gom ca tang NT, hoac xét nghiém huyét thanh thai
phu Véi nguy co > 1/10, can xem xét ki dé chi dinh tha thuat xam lan thay vi tu
van thai phu 1am xét nghiém NIPS [189]. Bao cao cua Beulen va cong sy cong
su nam 2017 nghién ctu hiéu qua cua xét nghiém NIPS trén thai phu co siéu
am bat thuong ciing dua ra két luan xét nghiém NIPS khong nén chi dinh nham
danh gia bat thuong NST trén nhiing thai phu c6 siéu am bat thuong, vi ca do
nhay, hoic gia tri tién doan am déu thap hon so vai xét nghiém Kkaryotype
truyén thong va microarray. Tuy nhién, mot s thai phu van coi xét nghiém
NIPS la mot lua chon thay thé cho thu thuat xam lan [190].

Nghién ciru da cho thidy mot s két qua rat c6 ¥ nghia ciia xét nghiém
NIPS dbi voi thuc hanh 1am sang, gitip lam giam 95,21% thu thuat xam lan
khong can thiét. Xét nghiém sang loc trudc sinh truyén thong va siéu am dong
vai tro rat quan trong trong gitp cac thay thudc 1am sang co thé dua ra chi dinh

xét nghiém NIPS va thu thuat xam 1an phu hop véi timg ddi twong thai phu.

Trong nghién cau, nhitng thai phu c6 két qua xét nghiém NIPS am tinh,

két qua xét nghiém NIPS duong tinh gia va am tinh gia (8 miu karyotype
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binh thuwong va 1 mau 47,XYY), thai phu c6 xét nghiém NIPS thit bai
(nguyén nhan do cffDNA thap va giai trinh ty that bai) déu duogc theo ddi thai
cho dén khi sinh, kiém tra hd so tré khi sinh, tré so sinh duoc bac si chuyén
khoa nhi khdm ngay sau sinh, theo ddi tinh trang cua tré bang dién thoai cho
san phu va gia dinh sau sinh 1 thang cho thay cac trudong hop déu sinh tré
khoe manh binh thuong. Khong phat hién truong hop nao am tinh gia voi
trisomy 21, 18 va 13. Két qua nay ciing hoan toan phu hop véi cac nghién ctu
ctia Dan, Shan va cong su [6],[151]. Hau hét SCAs khong c6 triéu ching 1am
sang rd rang hoic bat thuong trén siéu am [176], do vay, han ché cua nghién
ctru 1 chi c6 thé kham tré sau sinh va dién thoai cho san phu xac dinh tinh
trang cua tré ma khong thé chan doan chinh xac tat ca cac trudng hop am tinh
gia vai SCAs.

Nhitng két qua nghién ctru chi déng gép mot phan nho trong béi canh
ngay cang phat trién ctia xét nghiém NIPS. Ngay cang c6 nhiéu nghién ctru vé
NIPS duoc cap nhat, voi cac nghién ctru kiém chtng hién dang dugc cong bd
& cac nhom thai phu c6 nguy co thap va trung binh, lam cho gia xét nghiém
ngdy cang giam va tiép tuc c6 nhiéu budc tién vé kha ning ciia xét nghiém
NIPS [191]. C& méu clia nghién ctru thap c6 thé anh hudng dén viéc danh gia

hi€u qua cua xét nghiém NIPS.

Hau hét cac bat thudng NST hién nay van con 1a mot thach thic 1on doi
v6i nén Y hoc nudc ta ciing nhu trén thé gisi. Thai phu mang thai bat thuong
NST thudng sdy thai tw nhién trong ba thang dau thai ky hodc thai chét trudc
khi sinh, chi ¢6 0,6% tré sinh song. 3 - 4% tré sinh song c6 lién quan dén da di
tat bam sinh, cham phat trién tam than hodc rdi loan di truyén [16]. Phan 16n
bénh nhan tor vong, hoac phai séng chung véi di tat bam sinh, dé lai hau qua

nang né cho gia dinh va xa hoi. Hién nay, nho sy tién bo ctia nén y hoc va dac



128

biét 1a su phat trién khong nglimg cta nganh sinh hoc phan tir néi chung ciing
nhu ky thuat giai trinh ty gen thé hé moi, nhidu bat thuong NST thai duoc
sang loc, chan doan sém va co thé c6 phuong phap diéu tri kha quan hon. Tuy
nhién, trudc khi c6 phuong phap diéu tri dac hiéu thi viéc sang loc, chan doan
trude sinh va phong bénh bang phuong phap dinh chi thai nghén chi dong 1a
phuong phap co ban hién nay. Boi vdy, tam quan trong ctia sang loc, chan
doan trude sinh ngdy cang dugc khang dinh. Sy phét trién nhanh chéng cua
cac chuy@n nganh san khoa, nhi khoa, chan doan hinh anh, héa sinh, di truyén
va su phdi hop cua cac chuyén nganh nay véi sy phat trién ctia sinh hoc phan
tir s& 1a dong luc thuc ddy nhitng thanh tyu trong sang loc, chan doan trudc
sinh bat thuong NST thai, nham han ché di tt bam sinh trong cong dong dic
biét 1a trisomy 21, trisomy 18, trisomy 13 va mot s6 1éch boi NST gidi tinh.
Do vay, viéc ap dung xét nghiém NIPS trong sang loc trudc sinh la diéu vo
cung can thiét, giup ting ty 1& phat hién va giam ty 1¢ duong tinh gia phat hién
léch bdi NST thuong gip, nhd d6 1am giam dang ké ty 16 mat thai do thu thuat

xam lan khong can thiét.
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KET LUAN

Cin cr trén 2 muyc tiéu ctia nghién ctru, bang viée ap dung ky thuat giai
trinh tu gen thé hé mdi phan tich DNA thai ty do trong huyét twong thai phu
phat hién I¢ch boi NST 21, 18, 13 va 1éch boi NST gidi tinh, két qua nghién

ctru thu dugc cho phép rat ra mot s6 két luan nhu sau:

1. Ung dung dwoc phwong phap gii trinh tw gen thé hé méi phat hién
léch bdi NST 21, 18, 13, X, Y bang DNA thai tw do trong mau thai phu.

- Ty 1é xét nghiém NIPS that bai 1a 1,44%, trong d6 nguyén nhan do
nong do cfADNA thap < 3,5% chiém ty 1& 1,36% va nguyén nhan do giai trinh
tu that bai chiém ty 1& 0,08%.

- Nghién cru d3 t6i wu va hoan thién dugc quy trinh giai trinh tu gen
phat hién léch boi NST thai: DNA thu vién da gan ma vach duogc pha lodng
theo nong do 55pM, nap toi da 14 14 mau trén 1 chip giai trinh tu.

- Ty 18 két qua xét nghiém NIPS dwong tinh bang ky thuat giai trinh ty
gen thé hé méi phan tich cFDNA 1a 4,79% (59 mau duong tinh/ 1231 mau).

2. Buéc diu danh gia gia tri ciia phwong phap giai trinh tw gen thé hé méi

str dung DNA thai tw do trong méau thai phu.

- Do nhay, @6 dac hiéu, gia tri tién doan duong va gia tri tién doan am
chung cho trisomy 21, 18, 13 va léch boi nhidém sic thé gidi tinh lan luot 13
99,8 %; 99,3%; 86,2% va 99,9%.

- Trisomy 21, 18, 13: d6 nhay, d6 dac hiéu va gia tri tién doan am cao
cho ca 3 loai trisomy 21, 18, 13; gié tri tién doan dwong cao nhat cho trisomy
21 (hoi chung Down) 1a 100%, tiép theo la trisomy 18 (hoi ching Edwards) 1a
87% va thap nhat Ia trisomy 13 (hoi chiing Patau) 1a 40%. Gia tri tién doan
duong cho ca 3 loai trisomy 21, 18, 13 la 90%.
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- Léch boi nhidm sic thé gisi tinh (X, Y): do dic hiéu va gia tri tién
doan am cao cho cac loai léch boi nhiém sic thé gidi tinh, do nhay bang
0,0% cho hoi ching Jacob (47,XYY); gié tri tién doan duong thap nhat cho
hoi chirng Jacob 1a 0,0%, tiép theo 1a hoi ching Turner (45,X) 1a 50,0%,
hoi chang Klinerfelter (47,XXY) 1a 66,7% va cao nhat & hoi chang
trisomy X (47,XXX) la 100%. D6 nhay va gia tri tién doan duong cho phat
hién léch boi NST giai tinh la 83,3% va 62,5%.

- Xét nghiém NIPS bang k¥ thuat giai trinh tu gen thé hé mai phan tich
cffDNA c0 gia tri cao phéat hién hoi chiing Down, hoi chiing Edwards, nhung

thap hon véi hoi ching Patau, hoi chitng Jacob va hoi chang Turner.
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KIEN NGHI

T nhitng két qua thu dugc, nhém nghién ciru dua ra mét sb kién nghi sau:

- Nén tu van xét nghiém NIPS sém cho thai phu tir 10 tuan thai c6 nguy
co cao léch boi NST.

- N&n chi dinh xét nghiém NIPS phi hop véi timg dbi tuong thai phu,
két qua sang loc trudc sinh truyén théng va siéu &m hinh thai: han ché chi
dinh xét nghiém NIPS & nhdm thai phu béo phi, khéng nén chi dinh xét
nghiém NIPS & nhém thai phu > 45 tudi, thai phu c6 két qua sang loc huyét
thanh me nguy co rat cao > 1/10, thai phu c6 két qua siéu am hinh thai bat

thuong va d0 mo da gay cao > 3,5mm.

- Vai két qua xét nghiém NIPS duong tinh, tu van thai phu thuc hién

thu thuat xam lan lam xét nghiém karyotype.

- Khi két qua xét nghiém NIPS duong tinh véi léch boi NST giéi tinh,

nén tu van thai phyu lam thém xét nghiém karyotype tir mau.

- Nén tu van trudc va sau xét nghiém NIPS cho thai phu vé wu diém
cling nhu han ché cua xét nghiém NIPS phét hién léch boi NST, dac biét 1a
hoi chiing Patau va cac hoi chang léch boi NST gioi tinh dé tranh gy sang
chan vé tam Iy cho thai phu khi nhan duoc két qua xét nghiém NIPS duong

tinh, dac biét vai hoi chang Patau va Iéch boi NST gidi tinh,



NHUNG DPONG GOP CUA NGHIEN CcUU

Nghién ctru nay da c6 mot sé dong gop méi sau:

1. B3 tng dung duoc quy trinh giai trinh tu gen thé hé méi trong sang loc
truge sinh khdng xam 1an xac dinh léch boi nhiém sic thé 21, 18, 13, X, Y bing
phan tich DNA thai ty do trong huyét twong thai phu. Pa xac dinh dugc do
nhay, do dac hiéu, gia tri tién doan duong, gia tri tién doan am cua trisomy
21, 18, 13 va léch boi nhiém sic thé gigi tinh thai nhi.

2. Két qua caia nghién ciru c6 gia tri ung dung trong thuc hanh 1am sang
cao, dac biét trén nhang thai phu da duoc xét nghiém sang loc trudc sinh
truyén théng cé nguy co cao mang thai Iéch boi nhidém sic thé, gitp 1am giam
s6 lugng thai phu phai thuc hién thi thuat xam 1an khéng can thiét, giam thiéu

nguy co ciing nhu cac bién chung trén thai phu va thai nhi.
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Phu luc 1
KY THUAT LAY MAU
Thuec hién theo huwong ddn 05 (PL.04.STKH), Bénh vién Phu sdn Ha Ngi

Vit tu tiéu hao:

- Ong Cell-Free DNA BCT (Streck BCTs) chaa chat bao quan
K3EDTA.

- Kim s6 18 (kim lay thuéc)

- Bom tiém 10mL
Thuc hién:

- LAy 10mL mau toan phan vao 6ng Streck BCTs, lic tron déu mau trong
6ng 8 - 10 lan sau khi lay mau.

- Mau mau sau khi lay dé ¢ nhiét d6 phong (mau mau st dung phan tich
DNA ty do 6n dinh trong 14 ngay khi dugc bao quan tir 6° - 37°C).



Phu luc 2
GIAI TRINH TU GEN THE HE MO
Thuc hién theo QTKT-TS.NIPS-01, Bénh vign Phu san Ha Ngi

2.1. Tach huyét twong

- Ly tam 1.600 vong/phut/4°C/10 phit. Sau d6 hut 16p huyét tuong.

- Ly tam tiép lan 2 voi toc do 16.000rpm/10 phut/4°C. Hat dich noi vao 3
6ng eppendorf 1,5mL, mdi dng chira 1mL huyét twong. Luu mau & -80°C.
2.2. Tach DNA tw do (DNA tu do)

DNA tu do téng sé duoc tach thong qua hé théng may tach chiét tu dong
Prepito-D, sir dung kit Free circulating NA tir Chemagen/Perkin Elmer. Quy

trinh thuc hién theo huéng dan cta nha san xuat.
2.3. Po nong dd DNA tw do sau tach

DNA ty do sau tach dugc do ndong do bang may quang pho Qubit 3.0 st
dung bo kit Qubit dsDNA HS, thuc hién nhu sau:

- Pha hoa chat Qubit dsDNA HS/ buffer theo ti 1¢ 1:200

- Chuan bi dung dich mau (2uL mau + 198uL Qubit da pha) va dung dich
chuan (10 uL chuan + 190pL Qubit dd pha) vao 2 ng Qubit/mau, vortex.

- U cac 6ng xét nghiém tai nhiét &6 phong/2 phat (tranh anh sang truc tiép)

- Chuan may do Qubit bang 2 éng dung dich chuan, do néng 46 DNA ty

do caa ting 6ng mau.

- Bao quan DNA tu do da tach tai -80°C.



2.4. Quy trinh tao thw vién
2.4.1. Stra dudi va tinh sach DNA tw do
- Sir dung kit Ton Plus Fragment Library dé stra dudi DNA tu do, chuan bj hdn

hop sau cho mdi mau:

Thanh phan Thé tich
DNA mau sau khi tach chiét 8,5uL
5% End-Repair Buffer 10pL
End Repair Enzymes 0,5uL
Nuclease-free water 31uL
Tong 50pL

- U phan ang trong 30 phut tai nhiét do phong

- Tinh sach DNA tu do di stra véi 90uL. AMPure XP/maul.
2.4.2. Néi cdc doan adapters va tinh sgch DNA tz do

- Chuan bi hdn hop lon P1 Adapter va lon Xpress Barcode véi ti 1¢ pha
lodng 1:8 véi nudc Nuclease-Free.

- Chuan bi hdn hop phan tng véi cac thu vién duoc gan dau ma vach sir

dung dung dich da dugc pha loang:

Thanh phan Thé tich
DNA tu do 20pL
lon P1 Adapters 0,25uL
lon Xpress Barcode X 0,25uL
10 x Ligase Buffer 5uL
DNA ligase luL
Nudc nuclease-free 23,5uL
Tong 50pL

- PCR véi chu trinh nhigt 25°C/15 phut, va giir ¢ 4°C
- Tinh sach DNA ty do da duoc néi adapters st dung 90puL. AMPure/mau.



2.4.3. Nhan bdn va tinh sgch DNA thw vién tw do

- Chuan bi hdn hop phan ung véi DNA thu vién tu do nhu sau:

Thanh phan Thé tich
Platinum HiFi 48uL
Library Amplification Primers 2,5uL
DNA tu do 9,5uL
Tong 60pL

- Pua vao may PCR va chay theo chu trinh nhiét: 72°C/20 phat; 95°C/5
pht; 10 chu ky 95°C/15 gidy, 62°C/15 gidy, 70°C/1 phat; sau d6 70°C/5 pht
va giir ¢ 4°C.

- Tinh sach san pham bang 108pL AMPure.

- Po nong do DNA thu vién ty do sau tinh sach. Bao quan DNA tu do thu
vién & nhiét do tir -30°C dén -10°C.

2.4.4. Kiém tra chdt lwong DNA thu vign

Thuc hién theo quy trinh cia may LabChip GX Touch 24 cho phép kiém
tra kich thudc thu vién (DNA tu do di duoc gén barcode va adaptor) va nong
d6 thu vién (c6 thé phat hién ¢ nong do thap) trude khi tién hanh cac budc
khuéch dai va lam giau trong hé thong Ton Chef. Céac budc tién hanh theo quy
trinh cua nha san xuat. Két qua dién di dugc phan tich bang phan mém
Labchip.

Kich thuéc DNA ty do trong huyét twong phan bé trong khoang 140-
180bp, kich thudc doan adaptor P1 va barcode khoang 80bp, do d6 kich thudc
thu vién s& c¢6 dinh don tai 220 - 260bp va nong do thuong trong khoang
1.000 - 10.000pM.

Thu vién di dugc gan ma vach duoc pha lodng xudng 55pM. Mai chip
giai trinh ty toi da dugc 14 mau/lan, to hop hdn hop thu vién dong déu cua 14

mau dé c6 hdn hop thu vién > 25pL.



2.5. Chuan bj miu giai trinh tw va giai trinh tw
2.5.1. Chudn bi mdu gidi trinh tw (lon Chef)

Mau DNA thu vién ty do sau khi duoc pha loang dat néng do 55pM s¢
dugc 1am giau mot 1an nita trong hé thdng tu dong lon Chef st dung bo kit
lon Pl Hi-Q Chef. Mau DNA thu vién tu do dugc lam giau s& dugc nap tu
dong vao Ion PI Chip V3. Céc budc thao tac tu dong trong hé théng lon Chef.
Phan tmg emulsion PCR (ePCR) trong d6 c6 hat lon Sphere Particle (ISP).
Trong diéu kién téi uu, trong 1 giot ddu mdi truong ePCR chi chira 1 hat ISP
va 1 doan DNA tu do thu vién va cac thanh phan phan ung PCR. Hat ISP sau
khi duoc 1am gidu s& duoc tinh sach bang hat tir dac hiéu véi Biotin c6 gan
trén dau gan barcode. Budc ké tiép 1a nap dung dich chira cac hat ISP da duogc
lam giau vao trong Ion PI Chip V3. Céac buéc chuan bi may Ion chef duoc
thuc hién nhu sau:

- 40 phut trudc khi chay, mé hoa chat lon Pl Hi-Q Chef va dé am toi
nhiét do phong.

- Tao lich trinh chay trén trinh duyét web lon Torrent.

- B6 sung 25pL thu vién vao cac ng mau trén gia hoa chat Hi-Q Chef
Cartridge.

- Lip cac d6 nhua tiéu hao vao may lon Chef.

- Bua Ion PI Chip V3 vao may.

- Bam bao cac théng tin truy cap trén lon Chef la chinh xac.

- Chon thoi gian dé quy trinh hoan thanh va bat dau chu trinh chay.

2.5.2. Gidi trinh t trén may Proton

- Trudc khi khai dong thiét bi 40 phut, dua cac hoa chat sit dung téi

nhiét do phong. Bam bao trong may c6 san 1 con chip da qua sir dung dé khoi

dong may. Khai dong may.



- Rtra may bang dung dich Chlorite va nudc. Khéi dong may Proton véi
NaOH va Wash 2. Khi nong do pH ciia Wash 2 di dat, chuan bj cac dng dung
dich dNTPs (Deoxyribonucleoside triphosphates). Khai dong chu trinh rira
duong chét long véi chip da st dung.

- Khi cac bude da hoan thanh, dua chip tir [on Chef da hoan thanh vao may
lon Torrent. Khi hé théng da xac nhan chip va théng tin cua quy trinh chay,
tién hanh chu trinh giai trinh tu. Bao quan chip con lai trong hop kin tai 4°C.
20 phat trude khi thuc hién chu trinh chay tht 2, dé chip o nhiét do phong.

- Dit liéu giai trinh tu dugc chuyén truc tiép vao thu muc DNA trong
may chu caa hé théng lon Torrent (lon Torrent Server). Dit liéu duoc phan
tich ty dong trong may chu trong 8 - 12 gio.

2.5.3. Phan tich két qud gidi trinh te.

Sau qua trinh giai trinh ty, dir liéu s& dugc chuyén sang hé thdng lon
Torrent Server. Dt liéu tho ban dau gém cac doan doc c6 kich thudc khac nhau.
Dit liéu cia m&i mau dugc nhan biét thong qua trinh ty barcode. Tiép theo, cac
doan doc dugc cét (trimming) dan tir dau 3’ (nham loai bo trinh tu barcode), sau
do loc (filtering) git lai doan doc ¢6 kich thudc < 167 bp. Toan b trinh tu doan
doc con lai dugc gidng hang va so sanh véi trinh t chuan bd gen nguoi (hg19)
sir dung TMAP (Torrent Mapping Alignment Program). Tiép theo, nhiing doan
doc dugc gitt lai 14 nhitng doan doc chi xuat hién tai 1 vi tri duy nhat trén b gen
duoc goi 13 cac unique reads (URs). Cac doan doc khong tuong ddng hoic twong

d6ng nhiéu hon 1 vj trf trén bo gen s& dugc loc bo.



Phu luc 3
QUY TRINH LAY MAU Ol
Thuc hién theo QTKT-CPTS, Bénh vién Phu san Ha Ndi

CHUAN BI
1. Ngwoi thuc hién

- Bac s chuyén khoa va diéu dudng (y t).
2. Phuong tién

- M4y siéu am véi cac dau do chuyén dung.

- Dung dich sat khuan da (con povidine 10%), bom tiém SmL, day ndi co

khoéa 3 chac, bong, bang dinh phau thuat.
- Gang tay, 40, mii, khau trang phau thuat.

- Bo dung cu can thiép vo trang: kep, cc kim loai, khay qua dau, xe day

c6 mat ban dung dung cu.
- Kim choc hut chuyén dung (BBrawn G27).
3. Nguoi bénh
- Nguoi bénh duoc giai thich ki vé thi thuat dé phdi hop véi thay thude.
- Nguoi bénh duge kham tién mé trude khi thye hién thu thuat.
- Hudng dan di tiéu khong dé bang quang cing.
- Cho ngudi bénh nim, sat tring da, sau d6 phu khan pha vo khuan c6 16.
4. Phiéu xét nghiém
- Ho so bénh an diéu tri ndi tru.

- C6 bién ban hoi chan chi dinh thyc hién thu thuét d3 duoc thong qua.



CAC BUGC TIEN HANH
- Giai thich cho ngudi bénh.
- Xem xét chi dinh, chéng chi dinh.

- Tién hanh trong phong thu thudt: 3 1an kiém tra thong tin ngudi bénh:
d6i khdp bénh nhan nim trén givdng v4i hd so bénh an va thong tin trén dng

14y mAu.

- Thu thuat vién rira tay, deo khau trang, deo ging, 4o phau thuat vo khuan.

- 'Y ta (diéu dudng) sat khuan rong vi tri choc kim.

- Béc si xuyén kim vao budng 6i duéi hudng dan cta siéu am.

- Y ta (diéu dudng) ndi day ndi co khoa 3 chac voi ddc kim rdi ding
bom tiém rat ra khoang 10mL dich 6i. Mau dich nay duoc bao quan va

chuyén dén phong xét nghiém.
- Két thtc thu thuat, bang ¢p nhe vung choc.

- Ngudi bénh dugc theo doi tai phong luu 1 - 2 gio.



Phu luc 4
QUY TRINH NUOI CAY DICH OI LAM NST PO

Thuc hién theo QTKT-DTTB-02, Bénh viégn Phu san Ha Ngi

1. Nudi ciy té bao oi:

- 10mL dich di vao 2 éng Falcon vo tring (quy trinh 1dy mau 61).

- Ly tdm 800vong/phat x 10 phat.

- Loai bo dich ndi, giit lai phan ling cin khoang 0,5mL trong c6 chua
céc te bao Hi.

- B6 sung 4mL dung dich Amniomax vao mdi 6ng, tron déu, chuyén vao
chai nuéi cay.

- Nudi ciy té bao trong tu am 37°C véi 5% CO2 trong vong 10 — 15
ngay.
2. Thu hoach té bao 6i

Sau khi nuéi cay 10 — 15 ngay, kiém tra trén kinh hién vi soi nguoc khi
thay hinh anh nhiéu té bao phan chia:

- Ding qua trinh phan bao ¢ ky giira bang 0,1mL Colcemid. Pé ta 4m
37°C véi 5% CO2 trong vong 3 gio.

- Lam bong té bao khoi thanh binh nudi cdy bang 3mL Trypsin 0,25%
dé ti 4m 5 phut.

- Ly tdm 1800vong/phut x 10 phut loai bo dich ndi, 14y 0,5mL phan ling
can chira té bao.

- Séc nhuge truong pha v& mang té bao bang dung dich KCl 0,75M.
Luc nay cac NST duoc bung ra khoi mang té bao, ly tam iy phan lang can.

- C6 dinh va lam sach mau bang dung dich Carnoy (Acid acetic:Methanol
=1:3) 3 lan.



- Ly tdm 1800 vong/phdt x 10 phat, 13y khoang 0,5 - 1mL phan lang cin
c6 chira cac cum NST va nhan té bao.
- Nho dich thu duoc 1én lam kinh.
- Nhuom tiéu ban theo phuong phap nhudém bang G.
3. Nhu§m tiéu ban
Céc té bao 6i sau khi thu hoach dugc nhuém bang phwong phap nhuoém
bang G dé danh gia cac bat thuong vé sb luong va cau tric NST

Chudn bi dung cu, hoa chat:
Dung cu:
5 coc thiy tinh loai 100mL dé dung hoa chat va thudc nhuom.
2 coc moé thay tinh loai 500mL dyng nuéc ria tiéu ban.
Hoa chat:
Dung dich Trypsin 0,01% (0,01g: 100mL nudc mudi 0,9%)
Céac dung dich dém: KH,P049,1g + nuéc cat vira ¢ 1000mL
Na;HPO, 11,9g + nuéc cat vira dii 1000mL
Dung dich Giemsa 5%: Dung dich KH,PO, (da pha ¢ trén): 47,5 mL
Dung dich Na;HPO, (da pha & trén): 47,5 mL
Dung dich Giemsa: 5 mL.
Cdc buwéc tién hanh (thyc hién trong diéu kién nhiét d6 phong thi nghiém)
Nhdng tiéu ban qua dung dich NaCl 9%. (100mL) khoang 2 - 3 gidy.

Pit tiéu ban vao cdc chira dung dich Trypsin (100mL) di pha ¢ trén
khoang 7 - 10 phut.

Rura tiéu ban 13p lai 2 1an trong céc dung dung dich NaCl 9%o .

Tiéu ban dugc nhuém bang thudc nhudém Giemsa 5% khoang 10 - 15 phit.



Tat ca céc tiéu ban nhuém xong duoc rira bang cach nhing qua 3 cdc

nudc sach hoic rira dudi voi nudc chay nhe dé loai bo cin thuéc nhuém thira.
Dé tiéu ban khd tu nhién & nhiét do phong thi nghiém.
* Pdnh gid

- Phan tich trén kinh hién vi v&i d6 phong dai x 1000 lan c6 chic niang
chup anh két ndi véi hé théng may tinh c6 phan mém phan tich NST.

- C4c cum NST du tiéu chuan phan tich 1a nhitng cum c6 NST phan tan

tt, khong chdng 1&n nhau, con nén bao twong, kich thuéc NST khong dai qué

cling khong ngan qua, bang rd.
- Céc cum NST duoc phan tich vé sb luong va cau trdc:
+ V& s lugng: cum 45, 46 hay 47 NST.

+ V& ciu triic NST: binh thuong va dot bién (chuyén doan, nhan doan,

mat doan...).

- Mdi mau duoc phan tich 30 cum NST & ky giita, trudng hop kham phan
tich 100 cum NST.



Phu luc 5
PHIEU THONG TIN BENH NHAN

|. Thai phu M4 s6:
Ho va tén: Nam sinh:
bia chi: bién thoai:

Nghé nghiép:

Can ning (kg): Chiéu cao (cm):
Tién sir noi khoa:

Tién st mang thai bat thuong: Loai bat thuong:

Ngay lay mau:

I1. Thai nhi
Ngay siéu am: Tudi thai:
CRL (chiéu dai dau méng): NT (d6 mo da gay):

Két qua xét nghiém:
sang loc két hop thai ky 1
(CFTS):
Triple test:
I11. Gia dinh

- Gia dinh bén chong, bén vo co ai bi say thai, thai chét luu hoac thai bat
thuong khong?
- Gia dinh bén chong, bén vo c6 ai mac hoac sinh con mic cac bénh tat di

truyén khong? Dic biét cac bénh: Down, cham phat trién tri tué. ...



