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Linh vue k§y thuét dwoe dé cip

Giai phap hiru ich thudc Iinh vuc y sinh va di truyén hoc, cu thé 1a giai phap hitu
ich d& cap dén quy trinh nudi ciy phdi va thu hdi ADN tir phdi dé sang loc di truyén

khong xam l4n & giai doan sém phdi thy tinh trong 6ng nghiém.
Tinh trang ky thuét cia gidi phap hitu ich

Hién tinh trang v6 sinh chiém khoang tur 8 dén 12% cac cap vo chéng & do tudi
sinh san. Theo Mascarenhas 2012, vao ndm 2010 udgc tinh khoang khodng 48,5 triéu
cip vo chdng vo sinh va dang c6 xu huéng ting dan. C6 nhiéu phuong phap diéu tri vo
sinh hiém muon, trong d6 thu tinh trong 6ng nghiém 13 mot phuwong phap quan trong
trong diéu tri vo sinh hiém muon hién nay. Ty 1& thanh céng cta thu tinh trong éng
nghiém hién nay vao khoang tir 30 dén 45%. Dé cai thién ty 18 thanh coéng trong thu
tinh éng nghiém, xét nghiém di truyén tién 1am t6 1a mot k§ thuat sang loc giai doan
sém dé dam bao sang loc, loai trir nhitng phoi bt thuong vé& mit di truyén trude khi
cdy vao budng tir cung ngudi me. K§ thut sang loc sém ndy dam béao chi c¢6 nhiing
phéi tét, khong bét thuong, khiém khuyét vé& di truyén dugc phat trién thanh thai,
nhim han ché nhiing tai bién khong mong mubn nhu da thai, thai luu, sinh non hodc

céc di tat di truyén khong mong mudn khéc.

Hién céac ky thuat xét nghiém di truyén sém phdi, hay con goi 1a xét nghiém tién
lam td, thuong dugc st dung nhu: PGT-A dé sang loc 1éch boi nhiém sic thé, PGT-M
@8 chan dodn bénh 1y don gen, PGT-SR dé sang loc rdi loan cAu triac NST. PGT-A d&
sang loc r6i loan bat thuong vé 1éch bdi nhidm sic thé, & giai doan trudce khi chuyén
phoi vao ti cung ctia nguoi me. PGT-A nhidm tim ra nhitng phdi chuin bdi, loai bé cac
phdi co bt thuong nhidm sic thé nhu thd tam bodi (trisomy) hoic thé don bodi
(monosomy). Viéc chuyén nhiing phdi chuin boi lam ting ty 1 thanh cong trong thu
tinh trong 6ng nghiém va gidm céc bat thudng vé& mit di truyén, dam bao dugc nhiing

dtra tré sinh ra khoe manh ca vé the chat va di truyén.

Tuy nhién, dé thuc hién cac xét nghiém nay hién budc phai sinh thiét phoi. Viéc
sinh thiét phdi 1a mot xét nghiém xam 14n, nghia la cAn cit mot vai té bao trén phoi dé

xét nghiém di truyén. Mic du hién nay viéc sinh thiét duoc thuc hién vao giai doan
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phéi nang dé giam thiéu tac dong dén phoi, nhung van c6 nhitng lo ngai lién quan dén
kha ndng séng cita phdi. Ngoai ra, viéc sinh thiét chi c6 thé thuc hién tir 4 dén 5 té bao
14 nuéi (trophectoderm - TE), s& khong c6 tinh dai dién cho toan bd phéi trong truong

hop phdi khdm, c6 thé din toi tinh trang chan doan duong tinh gid va am tinh gia.

Chinh vi vay, da c6 mot sd nghién ctru nhim kidm tra di truyén ciia phdi ma
khong can phai thyc hién sinh thiét xam 14n. Mot sb phuong phap hién nay bao gdm,
chin doan ADN tu do trong dich xoang phdi thi, hodc trong mdi trudng nudi cdy. Viéc
khuéch dai thanh cong ngudn vat chit di truyén nay, qua d6 khéo sat 161 loan nhiém
sic thé ctia phoi da dat nén tang cho chan doan di truyén trude chuyén phoi khong xam
14n (Noninvasive PGT-A/NiPGT-A). NiPGT-A dugc tap trung nghién ctru va hira hen
khic phuc dugc cac nhuge diém ctia PGT-A, bén canh d6 tinh chinh x4c, don gidn

trong quy trinh cling nhu hiéu qua kinh té duoc ning cao déng ké.

D&i v6i phoi thy tinh trong 6ng nghiém, sau khi thu tinh, hop tir bét dau qua trinh
phan chia, tao thanh cac té bao nhd goi 1a phéi bao, cac phdi bao nay tiép tuc phan cét
thanh c4c phdi bao nho hon va tiép tuc phan chia ma khong c6 su tang trudng vé kich
thudc dén giai doan 8 phoi bao thi xuét hién hién tuong nén phf)i bao d8 ting tiép xtic
giita cac phdi bao tao nén cac kénh lién két gitra cdc phoi bao voi nhau va phan chia
dén giai doan 16 phoi bao (giai doan phoi déu. Bén trong khdi phoi bao xuét hién
khoang chira diy dich (blastocoele) va n& ra nhanh chéng dé phat trién sang giai doan
phdi nang (blastocyst). Phoi nang trdi qua 6 giai doan 12 pho6i nang sém, khoang dich
chiém duéi 1/2 thé tich phoi, giai doan phoi nang, khoang dich chiém trén 1/2 tdng thé
tich cta phoi, giai doan phoi nang day, khoang dich chiém hau hét thé tich ctia phoi,
giai doan phoi nang rong, khoang dich phat trién rong lam cho 16p mang trong subt
bao quanh phoi bat dAu mong dan, giai doan phdi nang dang thodt mang, nguyén bao
14 nudi bt dau thoat ra khéi mang trong sudt va giai doan phdi nang da thoat mang,
khi phoi nang di hoan toan thoat ra khoi mang trong sudt. Qua trinh nay phoi da dat
duoc khoang 6 ngay tudi.

Tuy nhién, cac k¥ thuat hién nay kho thuc hién & giai doan sém, nghia 13 giai
doan phoi nang khi phéi & do tudi tir 3 dén 5 ngay tudi. Céc ky thudt xét nghi¢m di
truyén khong xam 14n nay bi gi6i han boi tap nhiém ADN cta ngudi cho, nghia la bi

tap nhiém boi ADN cua cac té bao nang bao quanh noan tir ngudi cho.
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Trong tit ca cac k¥ thuft xét nghiém di truyén, yéu t6 tién quyét 1a phai thu dugc
ADN cua phdi, nhung khong bi tap nhiém béi ADN tir bén ngoai ciing nhu tir nguoi
cho. Ngoai ra, v6i phoi giai doan dAu, s6 luong té bao rAt it nén ngoai viéc trénh tac
dong truc tiép dén phoi, mot han ché 16n do 1a lwong mau ADN thu duge phdi du &

ngudng dé co thé str dung duoc trong cac phén tich di truyén.

Do d6, cin c6 quy trinh c6 khd nang thu ADN tir phdi nudi cdy thu tinh trong dng
nghiém & giai doan sém, khoang 5 ngay tudi, trude khi phodi thoit mang dé co thé sir
dung trong xét nghiém di truyén sang loc phdi giai doan tién lam td, dé sang loc phoi
giai doan éng nghiém, phuc vu xét nghiém di truyén tién lam t6 khong xam 1An.

Bin chét k§ thuét ciia giai phap hitu ich

Giai phap hitu ich nhim giai quyét cac vén dé néu trén, theo d6 giai phép hitu ich
d3 xufit quy trinh nuéi cAy phoi va thu hdi ADN tir phdi dé sang loc di truyén khong
xam l4n. Quy trinh theo giai phap hitu ich cb thé thu hdi ADN sach tir phdi ¢ giai doan
dAu trong dng nghiém ma khong tic dong dén phéi cling nhu loai bé duge ADN clia

me tap nhiém hodc cac ph6i kham.

Quy trinh nuéi cAy phoi va thu hdi ADN tir phoi dé sang loc di truyén khong xam

14n theo giai phap hitu ich bao gbm céc budc:

a) thu nhin noan bang cach tach cum phic hop noan/té bao nang tir miu sinh
thiét t& bao budng trimg va chuyén 1én dia nudi ciy chira dung dich thu nhan non va
phdi bd sung albumin huyét thanh cta ngudi & pH=7,3 dé tach phirc hop nodn, phic
hop nay dugc rira 5 14n bang dung dich nhin noan va phoi nay, sau dé chuyén phtic
hop nay vao mdi trudng nudi phoi chira albumin huyét thanh ngudi va gentamixin va
trong 3 gid & nhiét d6 37°C, 6% CO,, 5% O, rdi tach 16p té bao nang xung quanh nodn
bing céch rira trong mdi trudng tach nodn chira enzym hyaluronendaza trong khoang
tir 5 dén 50 gidy, sau d6 nodn khong chira té bao nang duoc chuyén sang mdi truong
nudi cdy nodn;

b) tao phoi trong 6ng nghiém bang cach c¢b dinh nodn vao dia cdy nodn sao cho
thé cuc duogc giit véi goe nghiéng tir 0 dén 15° theo chiéu thing ding va tiém tinh
tring vao mang bao twong nodn theo chidu vudng gbc véi thé cuc bing vi kim dén

ving bao twong & vi tri khodng tir 1/2 dén 1/3 duong kinh bao twong nodn va pha vo
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mang bio twong, sau khi tiém, nodn dugc nudi trong mdi trudong nudi cay khoang 18

dn 19 gid, thu nhan dugc phdi giai doan tién nhan phét trién binh thudng;

¢) nudi cdy phdi don giot bang cach lwa chon ting phdi giai doan tién nhan va
chuyén sang dia nu6i ciy don chtra 30pl méi truong nudi cAy phdi, tién hanh nudi &
37°C, 6% CO,, 5% O, dén ngay thir ba, tip d6 timg phdi duge rira tuan tw qua 4 giot
moi trudng nudi ciy da dugc can bang & 37°C, 6% CO, va phu dau parafin 3mm trudce

1 ngdy va chuyén vao mdi truong nudi cay don giot chira 15p1 moi trrong nudi cay;

d) duc 16 phoi nudi cdy bang cich chiéu tia laze & budc séng 650nm, do rong
xung 0,012ms, kich thuéc 8um dé tao mot 10 trén mang trong sudt cta phdi véi kich
thudc 8pum va tiép tuc nudi cdy phoi trong mdi trudng nudi ciy & nhiét d§ 37°C, 6%
CO,, 5% O, trong 2 ngay dé phdi phat trién dén giai doan phdi nang thu dich nudi cy;
va

¢) thu hdi ADN tyr do ciia phoi bing cach chuyén dich nudi ciy vao 6ng ly tam
thu dugc mau chira ADN tu do cta phdi,

trong do, quy trinh nay khong nhim muc dich diéu tri.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gb6m budc khir ADN tap
nhiém trén dung cu va thiét bi nudi cdy bang cach vé sinh bang dung dich NaClO, 2%
va chidu tia cuc tim v6i budc séng 253,7 nm cuong do 54W trong thoi gian 30 phut dé
pha hiy ADN tap nhidm trude khi thao tac mau.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc duc 16 phoi duge thyc hién béng cach cb
dinh phoi va chiéu tia laze trong khoang thoi gian sao cho du dé tao mot 16 trén mang

trong su6t cia phdi nhung khong tac dong dén phdi bén trong 16p mang.
M t4 vin tat hinh vé

Hinh 1 14 hinh anh két qua dién di san phim khuéch dai ADN tir mau sinh thiét t&
bao phdi (TE) va ADN tir mau dich nudi ciy phdi (SCM). Két qua cho thay hinh anh

bang ADN dugc khuéch dai thanh cong tir mAu dich nudi cdy va mau t& bao sinh thiét.
M0 ta chi tiét giai phap hiru ich
Sau day, giai phap hitu ich dugc md ta chi tiét véi cac quy trinh thyc hién cu thé,

tuy nhién cdc quy trinh nay chi nham muyc dich minh hoa nham lam rd ban chat cua
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giai phap hiru ich chir khong nham muc dich gidi han pham vi yéu cau bao ho cua giai
phép hitu ich.

Theo giai phap hitu ich, cac k¥ thudt nudi va méi truong nudi cdy phdi trong bng
nghiém dwgc thyc hién boi k§ thudt nudi va moi truong chuén. Phoi theo gidi phap
hitu ich 1a phdi bat ky dugc tao ra bing phuong phép thu tinh trong éng nghiém va c6
thé 13 phoi duoc tao ra tir t& bao nodn va tinh tring ctia dong vt bét ky can sang loc di

truyén.

Theo gidi phép hitu ich, cdc mdi truong nudi phoi, moi trudng thu nhan nodn,
moi trudng nudi cdy chita hoic khong chira albumin huyét thanh ngudi 13 cac mdi
trudng nudi cly chuln duoc biét 13 béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong Iinh vyc k¥
thuét nay va co thé pha ché theo cac s6 tay huéng dan, hodc c6 thé duoc cung cip boi
cac nha cung cﬁp v6i huong din kém theo, vi du, cdc moi trudng thu nhin noan nhu
mdi trudng GMOPS (Vitrolife, Thuy Pién), mdi truong nudi phdi G-IVF (Vitrolife,
Thuy Dién), mdi trudng nudi phoi bd sung albumin huyét thanh ngudi nhu G-IVF
Plus (Vitrolife, Thuy Dién) hay moi truong tdch nodn chira enzym hyaluroendaza

Hyas (Vitrolife, Thuy Dién).

Theo giai phap hiru ich, phoi can thu ADN 12 phéi & giai doan sém, nghia 1a 1a
phoi & giai doan phéi bao (3 ngay tudi) dén giai doan phodi nang (5 ngay tudi). Giai
doan nay, phdi méi dwoc hinh thanh va cin tranh sinh thiét phoi, thao tic phdi lam
gidm suc sdng ctia phdi.

Gidi phép hitu ich d& cap dén quy trinh nudi cdy phoi va thu hoi ADN tir phai aé
sang loc di truyén khong xam 14n, trong d6 quy trinh ndy bao gdm céc bude: a) thu
nhan noan; b) tao phdi trong dng nghiém; ¢) nudi cay phoi don giot; d) duc 16 phoi

nudi cdy; va e) thu hdi ADN tu do cua phdi.

Céc thiét bi va hoa chét st dung cho quy trinh theo giai phap hitu ich can vo
trung tuyét d6i va duoc khir ADN tap nhiém tir ngudi thao tic cling nhu tr mdi trudng.
Pay la budc phu trg, nhung 1a mot yéu t6 dam bao dén hiéu qua thu ADN phoi béng
quy trinh theo giai phap hiru ich. Pé dam bao ADN thu duoc chi c6 ngudn gde tir phi,
cac dung cu va thiét bi nuoi céy, vi du buéng thao tac, kinh hién vi soi ndi, kinh hién vi
dao nguoc, dia pectri, hop nuoi ciy Nunc 4 giéng, bom tiém, pipet, dAu con, v.v. déu

dwoc khit ADN tap nhiém béng cach vé sinh bang dung dich NaClO, 2% va chiéu tia
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cuc tim v6i bude song 253,7 nm cuong d6 54W trong thoi gian 30 phut trudce khi thao

tac mau.

Thiét bi chiéu tia cuc tim UV-C nham muc dich pha v& cic cAu trac ADN & mdi
trudng, ngan tap nhiém. Thoi gian chiéu tia UV-C khtr tring va phén hiy ADN trong
thiét bi nudi cly vo tring dwoc thyc hién trong thoi gian 30 phut, va qua trinh thao tac
trén mau cin duoc tién hanh trong khoang thoi gian khong qua 2 gid ké tir khi xtr 1y
béang tia UV-C.

Pé khir nhidm ADN b2 mit cac thiét bi, tién hanh lau chii bé mit budng thao tac
cling nhu cac thiét bi thao tac bang dung dich NaClO 2% trude khi thao tac mAu.

Trong budc thu nhin noan, mau phirc hop noan/té bao nang duge st dung dé thu
nhéin nodn 1a cum phuc hop noin/té bao nang thu duoc tir mau sinh thiét t& bao budng
trimg. Mau té bao budng trimg nay co thé thu dugc bang choc hut nang budng trimg va
chuyén 1én dfa nudi cdy dé tach phitc hgp nodn. Céc thao tac thuc hién trong budc nay
duge tién hanh duéi kinh hién vi soi ndi d& tach nodn trong phirc hop nodn-té bao
nang. Noan duoc hit bang micropipet rdi chuyén sang dia rira nodn. Dung dich thu
nhan nodn 13 dung dich dém pH d¢ gitt pH mdi truong & pH=7,3 chira albumin huyét
thanh cla ngudi, vi du, c6 thé sir dung dung dich GMOPS (Vitrolife, Thuy Dién) dé

thu nhén va tach roa té bao nang.

Sau khi tach, phtrc hop noin-té bao nang duoc rta lai 5 14n bang dung dich thu
nhan nodn nhim loai bé té bao nang. Qua trinh rira nay dugc thuc hién bang cach hut,
nha bang micropipet va dugc thyc hién trong giéng rira noin cua hop cdy noan. Sau d6
chuyén phtrc hop ndy vao méi truong nudi phoi chira albumin huyét thanh ngudi va o
trong 3 gid & nhiét d6 37°C, 6% CO,, 5% O, . Theo mdt phuong an cu thé, méi trudng
nudi phoi dugc st dung 1a méi truong G-IVF Plus (Vitrolife, Thuy Dién), 12 moi

trudng nudi cdy G-IVF bd sung albumin huyét thanh ngudi va gentamixin.

Pé tach 16p té bao nang bao quanh nodn, tién hanh rira nodn trong moi truong
tach noin chra enzym hyaluronendaza trong khoang tr 5 dén 50 gidy. Cu thé, noan
duoc rira bang dung dich Hyas (Vitrolife, Thuy Dién) trong khoang thoi gian tir 5 dén
50 gidy, tét nhat 1a khoang 20 gidy. Qua trinh rira ndy khéng duge phép kéo dai qua 1
phut vi enzym sau khi loai bo 16p té bao nang, ¢ thé phd vd mang noan, anh hudng

tryc tiép dén nodn. Qua trinh tach té bao nang bao quanh noin ndy dugc thuc hién
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bang cach hit x4 bdi micropipet dé gitp té bao nang bao quanh dugc loai bo hoan toan

ra khoi té bao noan.

Sau khi tach, tbt nhit nodn dugc ria lai bang moi trudng nudi ciy khong chira
albumin huyét thanh nguoi dé loai bo hoan toan enzym ciing nhu loai bo té bao nang
bao quanh nodn, qué trinh nay nham loai bd ADN tap nhidm tr me. Mdi trudng dugc

sit dung d8 rira nodn nay tot nhit 1a moi trudng G-IVF (Vitrolife, Thuy Dién).

Viéc sir dung enzym hyaluronidaza nhim 1 phicc hop té bao nang bén ngoai
noin nhim dam bao rang thu dugc nodn khong co té bao nang. Viéc nay nhim han ché
t6i da ADN ciia me tap nhiém trong qua trinh tao va nudi phéi. Qua trinh thao tic noan
va ph6i dugc rira va chuyén qua tudn ty nhiéu 1An mdi truong, t6t nhét 1 4 1an, nham

dam bao loai bod tap nhiém DNA tir me.

Trong budc tao phoi trong éng nghiém, sau khi thu duge noan sach, tién hanh cb
dinh noan vao dia céy. Cu thé, noin dugc hat va ¢b dinh béng kim gift, chinh vi tri
nodn sao cho mit dudi cia nodn s€ gin cham vao day dia ICSI nhdm gitp nodn viing
hon qua trinh thao tac. Céc thao tac chudn duoc thuc hién duéi kinh hién vi c6 thé

duoc thuc hién boi cac k§ thuét vién theo huéng dan cua nha cung cép thiét bi vi tiém.

Viéc ¢b dinh nodn vao dia cay nodn duoc thuc hién sao cho thé cuc duoc gilt voi
gbc nghiéng tur 0 dén 15° theo chidu thing dung. Tiép d6 tinh trung dwgc tiém vao
mang bio twong nodn theo chidu vudbng goc voi thé cuc bang vi kim kich thudc Spm.
Chiéu sau kim tiém duoc dua dén ving bao tuong & vi tri khodng tur 1/2 d@n 1/3 dudng
kinh bao twong nodn. Sau khi kim tiém da nam trong mang bao twong, cAn dam bao

cho mang bao tuong di v& trude khi tiém tinh trung.

Sau khi tiém tinh tring, timg nodn dugc 1 trong moi truong nuoi cdy dén khoang
tir 18 dén 19 gid dé kiém tra sy hinh thanh phéi. Cu thé 13 Twa chon nhiing té bao 6
tinh chat dbi xtmg, c6 sy hién dién cua té bao tién nhan, c6 vi tri ctia thé cuc 1a nhiing
té bao nodn duoc thu tinh thanh cong tao phoi. Nhing té bao noin khong phat trién

thanh phoi dugc loai bo.

Tibp d6, cac phoi duge tién hanh nudi ciy don giot. Qué trinh nay dam bao té
bao phoi dugc tach roi, dam bao khong ¢6 su tron 14n, pha tap ADN gitta céc phoi voi

nhau, tr d6 co thé kidm so4t duoc ADN thu dugc cua tung phoi.
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Qué trinh nudi cdy don giot dugc thuc hién khi phoi duge 3 ngay tudi. Trude khi
nudi ciy don giot, phoi sau khi dugc lya chon & giai doan tién nhan (18-19 gid sau khi
thu tinh) duoc chuyén sang dia nudi cdy don chtra 30pl mdi trudong nudi ciy phoi.

Tién hanh nudi & 37°C, 6% CO,, 5% O, dén ngay tht ba (phéi duge 3 ngay tudi).

Mai trudng rira va méi trudng nudi cdy don giot dugc chudn bi bang cach 1 va
cAn bing & 37°C, 6% CO, va phii diu parafin 3mm truéc 1 ngdy. Tiép do rira timg phoi
tuan tw qua 4 giot mdi trudong nudi rira da va chuyén vao mdi trudng nudi cay don giot
chira 1501 moi trudng nudi cAy. Qué trinh ndy tranh lam sbc té bao phoi, dong thoi loai
bd ADN tap cua té bao nang, néu con, ¢ trong mdi truong nudi cdy dé dam bao chi

thu duoc ADN cua phdi ¢ giai doan sau.

M3i giot méi trudng nudi ciy (15ul) duoc sir dung dé nudi chy mot phoi. Bang
thyc nghiém céc tac gia da nhan thiy rang, v6i lugng mdi trudong 16n hon 15pul, luong
ADN thu duge s& rat kho khin vi phai trai qua qua trinh tich loai moi truong, anh
hudng truc tiép dén kha ning khuéch dai ADN bang ki thuat PCR vé sau, nguoc lai,
néu lugng méi truong nudi cdy it hon 15pl, khi d6 € bao khong du dudng chit dé sinh
trudng va phat trién, déng thoi lwong mau thu duoc it, khé thuc hién dugce cac phan
{mg PCR vé sau. Do d6, dé can bing giita hiéu sudt, thoi gian nudi va kha néng thu
dugc ADN du dé 1am mAu cho phan ung PCR, viéc nudi ciy phoi don giot cho phép
thu dwoc lugng ADN phéi v6i mat d6 16n nhat, du dé thyc hién phan img PCR.

Dé thu duoc ADN phéi, tién hanh duc 18 phdi nudi cdy bang tia laze. Dy 1a
budc quan trong nhit quyét dinh dén kha ning thu hoi ADN cua phdi. Theo do, moi
phdi duoc c¢b dinh va chiéu tia laze & budc séng 650nm, dd rong xung 0,012ms, kich
thude 8pm dé tao mot 15 trén mang trong sudt ctia phdi véi kich thude 8pum. Qua trinh
nay dwoc thuc hién trén thiét bi vi thao tac va dugc thyc hién véi phdi 3 ngay tudi. Céc
tac gia bang thuc nghiém thdy rang, v6i phdi 3 ngay tudi, phin phdi chua phu day
mang ngoai cta phdi. Khi d6 chiéu tia laze dé duc 15 trén mang trong sudt ctia phoi it
c6 kha nang tac dong dén phoi. Viéc duc 16 trén mang phdi nay duoc thyc hién trén
thiét bi vi thao tac va hoan toan c6 thé khéng ché duoc thoi gian chiéu tia laze, sao cho

c6 thé thu dwgc mot 16 trén mang ngoai voi kich thudce 16 Spum.

Ngoai ra, cuong do, budc song va d6 rong va kich thudc cua nguon tia laze cling

duge tdi uu. Néu cuong do tia laze manh va/hodc thoi gian chiéu dai, tia laze s€ tac
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dong truc tiép dén phdi, gay chét phoi. Nguoe lai, néu cuong dd tia laze khong du, thoi
gian chiéu dai, ngoai viéc kho tao 15 con khién tang nhigt do gly chét phdi. Do do,
viéc duc 15 véi kich thuge, cuong do tia laze t5i wu 13 & bude séng 650nm, dd rong
xung 0,012ms, kich thudéc 8um dé tao mot 16 trén mang trong sudt ctia phdi véi kich
thudc 8um, du dé cho phép ADN khuéch tan ra ngoai mdi trudng nudi cdy, nhung

khong anh hudng dén phoi.

Viée tao 18 trén mang ngoai ctia phdi vira phai dam bdo sao cho khéng anh
hudng téi phoi, nhung vira gitip ADN tu do trong phdi khuéch tan ra ngodi mdi trudng
nudi ciy qua phan mang phéi duoc duc 18 gitip thu hdi dwoe ADN ty do cta phoi. Bay
132 mdt bude quyét dinh dén hidu suét thanh cong cua quy trinh. Truong hop chiéu tia
laze v6i cudng d6 qua manh hodc qué l4u, tia laze s&€ pha v& mang ngoai clia phoi, gay
chét phoi. Nguoc lai, néu chiéu tia laze v6i cudng d6 thap hon hogc véi thoi gian ngin
hon, qué trinh duc mang phoi chwa hoan thanh, khi d6 khong thu dugc, hodc thu duoc
ADN phoéi véi ndng d6 thap, khong du dé thuc hién cic phan tich di truyén vé sau.
Bang thuc nghiém, céc tac gid nhin thdy rang, viéc duc 16 phoi béang tia laze khong
tiép xtc t4t nhat & ngay thi 3, khi d6 phdi dang ¢ giai doan phdi nang, it anh hudng
nhit dén qua trinh phat trién phéi, va da thoi gian dé thu nhan ADN ty do trudc khi
ciy chuyén phdi vao co thé me.

Sau khi duc 13 trén phéi, phéi duge tiép tuc nudi ciy don giot trong 2 ngdy trong
didu kién nhidt d6 37°C, 6% CO,, 5% O, dé phdi phét trién dén giai doan phdi nang,
ddng thoi khuéch tin ADN trong phoi ra dich nudi céy.

Sau khi nudi ciy, phdi dugc cdy chuyén sang moi truong mai dé chudn bi cho
céc budc chy 1am td. Phin dich nudi ciy (15pl) duoc thu hdi, day 1& mau chia ADN
tu do cé trong mdi trudng nudi chy co6 thé str dung truc tiép trong phan tmg PCR dé
khuéch dai ADN ctia phdi nham thyuc hién cac qué trinh tiép theo. Lugng ADN tu do
ctia phoi dat khodng 10-20 ng/ml, dd kha ning st dung ]am mAu trong phan tich, sang
loc di truyén sém d6i voi phoi dugc thy tinh trong éng nghiém nham loai bd nhing
phoi c6 di tat di truyén.

Vi du thue hién gidi phap hiru ich

Vidu 1. Nuoi cdy phéi va thu nhin ADN tir phoi thy tinh trong ong nghig¢m
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Pé danh gia kha ning thu nhan ADN tir phdi thu tinh trong éng nghiém, tién
hanh thtr nghiém v6i mau phdi thy tinh trong bng nghiém bang phuong phép theo quy
trinh theo giai phap hitu ich va quy trinh thu nhén ADN béng phwong phap xam 14n
thong thuong.

Truée khi thir nghiém, cic dung cu thao tac, budng thao téc va thiét bi nudi cay
duoc khir ADN tap nhiém bang cach vé sinh bang dung dich NaClO, 2% va chiéu tia

cuc tim véi budc séng 253,7 nm cudng do 54W trong thoi gian 30 phut.

Méi trudng thu nhin nodn va phdi, moi trudng nudi cdy, moi trudng tach nodn
dugce st dung 13 cac mdi truong chudn duge cung cip boi Vitrolife (Thuy Pién) hodc
BioMed. Cu thé méi trudng thu nhan nodn va phdi (GMOPS), mbi trudng nudi cdy
(G-IVF), mbi trudng nudi cdy bd sung albumin huyét thanh ngudi (G-IVF Plus), mbi
trudng tach nodn chia enzym hyaluronendaza (Hyas) duoc cung cap béi Vitrolife,
Mbi trudng nudi cay LP dugc cung cép boi Biomed. Cac didu kién nudi cdy duge thuc

hién theo huéng dan ctia nha cung cap.

Pé chuén bi mau SCM, mau sinh thiét t& bao tr ngudi cho duge thu nhan va
chuyén 1én dia nudi cdy chtra dung dich thu nhén nodn va phoi bd GMOPS & pH=7,3
dé tach phtrc hgp noan trén kinh hién vi soi ndi. Phitc hop ndy dugc rira 5 Jan bang
dung dich GMOPS sau d6 chuyén phirc hop nay vao moi trudng nudi phdi G-IVF Plus
chira albumin huyét thanh ngudi va gentamixin. Tién hanh U trong 3 gid ¢ nhiét do
37°C, 6% CO,, 5% O,, sau d6 tach 16p té bao nang xung quanh noan bang cach hut ria
trong moi trudng Hyas bang pipet trong 10 gidy. M?3u nodn dugc rira lai 4 1an bing
dung dich G-IVF dé rira sach enzym cling nhu lam sach té bao nang bén ngoai nodn,

sau d6 chuyén nodn sang mdi truong nudi cdy noan G-IVF.

Nodn duge ¢ dinh trén dia cdy nodn bang cach hut va ¢b dinh nodn bang kim
gilt trén thiét bi vi thao tac, chinh vi tri noén sao cho mat dudi ctia noan gﬁn cham
cham vao day dia nudi cdy nhdm gitip nodn viing hon trong qua trinh thao tac.

Gift nodn sao cho thé cuc dugc giit thang dung, v6i gbc nghiéng khong qua 15°
d3 dB thao tac. Tién hanh tiém tinh tring vio mang bao tuong noan theo chidu vuong
gbc Vo1 thé cuc bang vi kim ¢& Spm. Giit vi trf kim tiém trong ving bao twong ¢ vi tri

khoang tur 1/2 dén 1/3 dudng kinh bao twong non va pha v& mang bao tuong. Sau khi
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tiém, nodn dugc nudi trong mdi trudng nudi cay den 19 gid, quan sat, thu nhan nhiing

phoi giai doan tién nhan phat trién binh thuong.

Nhitng phoi phat trién binh thudng dugc chuyén sang dia nudi ciy don chira 30ul
méi trudng nudi cdy phdi, tién hanh nudi & 37°C, 6% COy, 5% O, dén ngay thir ba.
Tiép d6 ting phdi dugc rira tuln tw qua 4 giot moi trudong nudi ciy di duge can bang &
37°C, 6% CO, va phu dau parafin 3mm trude 1 ngdy va chuyén vao mdi trudng nudi

cay don giot chtra 15l m6i truong nudi cay.

Tién hanh chiéu tia laze & budc séng 650nm, do rong xung 0,012ms, kich thude
8um trén thiét bi vi thao tac sau cho tao mdt 16 trén mang trong sudt ctia phdi véi kich
thudce 8pum. Sau d6 phdi dugc nudi cdy trong moi trudng nudi ciy & nhiét d6 37°C, 6%
CO,, 5% O, trong 2 ngay dé phoi phat trién dén giai doan phdi nang (5 ngay tudi).
Phan dich nudi cdy duoc hit va chuyén vao ong ly tdm thu duoc mau chira ADN tu do
cua phoi (SCM).

Pé danh gia kha ning thu nhan ADN mAu, tién hanh PCR gii trinh tu toan b h¢
gen vGi cac mau sau:

M3u PC: Thu nhan ADN bang phwong phép nubi cdy theo giai phap hiru ich
nhung khéng duc 16 phdi béng tia laze.

MAu TE: Mau ADN duoc thu nhin bang phuong phép sinh thiét thong thuong.

MAu SCM: MAu ADN dugc thu nhin bang phuong phép néu trén.

K&t qua PCR trén Hinh 1 cho thy, véi mau PC, khong xudt hién tin hiéu, didu
nay cho thdy hiéu qua loai b6 ADN tap nhi®m bang k¥ thuat theo giai phap hitu ich.
V6i miu TE va SCM, ddu cho tin hiéu PCR 1a mot bang sang c¢6 thé nhan biét duoc.
Diéu nay cho thdy bang quy trinh nudi cdy phoi va thu hdi ADN tir phdi bang k¥ thuat
theo giai phap hiru ich cho phép thu duge ADN du dé thuc hién phan tng PCR tuong
dwong v6i lugng ADN thu nhén bang phwong phap sinh thiét thong thudng.

Hiéu qua dat dwge ciia gidi phdp hitu ich

Quy trinh nuoi cay phoi va thu hdi ADN tir phoi dé sang loc di truyén khong xAm
14n theo giai phap hitu ich cho phép thu dugc lugng ADN cia phdi giai doan rat sém,
tir 3 dén 5 ngay tudi, cho phép thuc hién cac sang loc tién 1am t4, tranh dwgc nhimg
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nguy co phai pha bo phdi sau khi cdy. Quy trinh cho phép tang hiéu suét thu hdi ADN

ctia phéi, cho phép sang loc di truyén sém, kiém tra chinh x4c ddc diém di truyén phoi.

Quy trinh nudi ciy phoi va thu hdi ADN tir phoi dé sang loc di truyén khong xam
J4n cho phép thu duge ADN tir phoi co ndng @b du 16n (10-20ng/ul), c6 khd nang thuc
hién phan Gng PCR, dap Gng duoc yéu cAu vé mau dé thuc hién cac xét nghiém chén
doan di truyén tidn lam t6 khong xam 14n giai doan sém, cho phép sang loc, loai bo
sém nhirng phdi bét thudng vé mit di truyén, ting chét lwong thai nhi.

Quy trinh theo gidi phép hiru ich cho phép thay thé quy trinh sinh thiét mAu cb
didn, md ra huéng mdi, cho phép chin doan phdi an toan, khong cAn sinh thiét mau,
chin do4n sém, giam duge rii ro lién quan, anh huong dén chét luong, cling nhu st

song ctia phoi.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh nud1 cay phdi va thu hdi ADN tir phoi dé sang loc di truyén khong x4m

lan bao gdom cac budc:

a) thu nhan noén bang cach tach cum phirc hop noin/té bao nang tir mau sinh thiét té
bao budng trimg va chuyén 1én dia nudi cdy chita dung dich thu nhan noan va phoi bb
sung albumin huyét thanh ctia nguoi & pH=7,3 dé tach phtic hop no@n, phirc hop nay
duge rira 5 1an béng dung dich nhin non va phdi nay, sau d6 chuyén phtc hop nay
vao méi trudng nudi phdi chira albumin huyét thanh ngudi va gentamixin va 0 trong 3
gid & nhiét d@6 37°C, 6% CO,, 5% 0, 1di tach 16p té bao nang xung quanh noén béng
cach rira trong moi truong tach nodn chira enzym hyaluronendaza trong khodng tur 5
dén 50 gidy, sau d6 noan khong chira t€ bao nang dugc chuyén sang mdi treong nudi

cay noan;

b) tao phdi trong bng nghiém bang cich ¢d dinh nodn vao dia cdy nodn sao cho thé cuc
duogc gift v4i goc nghiéng tur 0 dén 15° theo chidu thang dimg va tiém tinh trang vao
mang bao tuong nodn theo chidu vudng gbc véi thé cuc bang vi kim dén ving bao
twong & vi tri khoang tr 1/2 dén 1/3 duong kinh bao twong nodn va pha vo mang bao
twong, sau khi tiém, nodn dugc nudi trong moi trudng nudi ciy khoang 18 dén 19 gio,

thu nhén dugc phoi giai doan tién nhan phat trién binh thuong;

¢) nudi ciy phoi don giot béng cach lya chon timg phdi giai doan tién nhan va chuyén
sang dia nuo1 cay don chtra 30pl moi trudng nudi cdy phoi, tién hanh nuoi & 37°C, 6%
CO,, 5% O, dén ngay tht ba, tiép d6 timg phoi duoc rira tudn tu qua 4 giot moi truong
nudi cdy da dugc can bang & 37°C, 6% CO, va phu dau parafin 3mm truée 1 ngdy va

chuyén vao méi trudng nudi cay don giot chira 151 mdi trudng nudi cay;

d) duc 16 phoi nudi cy bang cach chiéu tia laze & budc séng 650nm, do rong xung
0,012ms, kich thudc 8um dé tao mot 156 trén mang trong sudt cua phdi voi kich thude
gum va tiép tuc nudi céy phdi trong mdi truong nudi cdy & nhiét 4o 37°C, 6% CO,, 5%
O, trong 2 ngay dé phoi phat trién dén giai doan phoi nang thu dich nudi cay; va

e) thu hdi ADN tu do cta phdi bang cach chuyén dich nudi ciy vao bng ly tAm thu

duoc mau chira ADN tu do cua phoi,

trong do, quy trinh nay khong nhim muc dich diéu tri.
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2. Quy trinh theo didm 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc khir ADN tap
nhiém trén dung cu va thiét bi nuoi céy b'fmg cach vé sinh béng dung dich NaClO, 2%
va chiéu tia cuc tim véi bude song 253,7 nm cudng d6 54W trong thoi gian 30 phut dé

phé huy ADN tap nhidm trudce khi thue hién cac budce cla quy trinh.
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