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(57) Sang ché dé xuit cac phuong phap xac dinh bién thé s6 luong ban sao (copy number
variation - CNV) dugc biét hodc nghi 14 ¢ lién quan dén nhiéu tinh trang bénh 1y. Theo
mot s6 phuong an, sang ché dé xuat cac phuwong phap xac dinh bién thé sé lugng ban sao
ctia bao thai nho sir dung cac miu tir ngudi me chira ADN ngoai té bao cta ngudi me va
bao thai. Sang ché con dé xuit hé théng udc lugng sd luong ban sao cua trinh tu axit
nucleic.
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Linh vuc k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé xuat cac phuong phap va hé théng x4c dinh bién thé s6 lwong ban sao
(copy number variation - CNV) dugc biét hodc nghi 14 c6 lién quan dén nhiéu tinh trang bénh
ly.

Tinh trang k§ thuat ciia sang ché

Mot trong céc nd luc ¢ tinh quyét dinh trong nghién ctru y hoc & ngudi 1a viéc phat
hién ra cac bit thuong di truyén ma gy ra cac hau qua xAu ddi vé6i strc khoe. Trong nhiéu
truong hop, cac gen dac hiéu va/hodc gen danh dAu chan doan quan trong da dugc nhén dién
& cc phan ciia bo gen ma c6 mit & cac s6 lvong ban sao bét thuong. Ching han, trong chan
doAn tién san, viéc thira hodc thiéu ban sao ctia toan bo nhiém sic thé 13 cac thuong ton di
truyén thuong xay ra. O bénh ung thu, su khuyét doan hodc nhan lén clia cac ban sao cua toan
bd nhiém sic thé hodc cac doan nhiém sic thé, va su khuéch dai mirc d6 cao clia cic ving
gen dic hidu, 14 cdc biéu hién phd bién.

Hau hét thong tin v& bién thé s6 luong ban sao (CNV) da dugc dua ra bang cach giai
di truyén hoc té bao ma cho phép su nhan biét cac bat thudong ciu tric. Cac quy trinh thong
thudng dé sang loc di truyén va dinh luong sinh hoc di sir dung céc thi thuat xm lan, vi dy,
choc 6i, 14y mau bao thai, hoic sinh thiét nhau thai (chorionic villus sampling - CVS), dé thu
duoc céc té bao dé phan tich cac kiéu hinh nhan. Nhan thdy nhu cu vé cac phwong phap thir
nghiém nhanh hon ma khong doi hoi viéc nudi cdy té bao, k¥ thuat lai huynh quang tai chd
(fluorescence in situ hybridization - FISH), PCR huynh quang dinh lugng (quantitative
fluorescence PCR - QF-PCR) va lai so sanh b gen dua trén mang (array-comparative
Genomic Hybridization - array-CGH) da duoc phat trién 1am cac phuong phép di truyén hoc
phan ti-té bao dé phan tich cac bién thé s lwong ban sao.

Mdt trong céc nd luc c6 tinh quyét dinh trong nghién ctru y hoc ¢ nguoi 1a viée phat
hién ra cac bat thudng di truyén ma gy ra cac hau qua x4u ddi vé6i strc khoe. Trong nhiéu
truong hop, cac gen dac hiéu va/hodc gen danh d4u chan doan quan trong da dugc nhan dién
& cAc phan cta bd gen ma c6 mit & cac s6 luong ban sao bat thuong. Ching han, trong chén

doan tién san, viéc thira hodc thi€u ban sao cta toan bd nhieém sac thé la cac thuong ton di
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truyén thudng xay ra. O bénh ung thu, su khuyét doan hozc nhan 1én clia cic ban sao cia toan
bd nhiém séc thé hoic cac doan nhidm s&c thé, va su khuéch dai mirc d6 cao clia cac ving
gen dic hidu, 12 cac biéu hién phd bién. Hau hét thong tin v& bién thé s6 luong ban sao (CNV)
d3 duoc dua ra bing cach giai di truyén hoc t& bao ma cho phép sw nhan biét céc bat thuong
cAu tric. Cac quy trinh thong thuong dé sang loc di truyén va dinh luvgng sinh hoc da str dung
céc th thudt xam 14n, vi du, choc 6i, 14y méu bao thai, hodc sinh thiét nhau thai (chorionic
villus sampling - CVS), d& thu dugc céc t& bao dé phan tich cic kiéu hinh nhan. Nhan thiy
nhu cu vé cac phuong phap thir nghiém nhanh hon ma khéng doi hoi viéc nudi cAy té bao,
k¥ thuét lai huynh quang tai chd (fluorescence in situ hybridization - FISH), PCR huynh quang
dinh luong (quantitative fluorescence PCR - QF-PCR) va lai so sanh bd gen dya trén mang
(array-comparative Genomic Hybridization - array-CGH) da dugc phat trién lam cac
phuong phép di truyén hoc phan ti-té bao dé phan tich cic bién thé s luong ban sao.

Tién bd cong nghé ma cho phép giai trinh tu toan bd bo gen trong thoi gian tuong d6i
ngén, va phét hién v& ADN luu thong ngoai té bao (cell-free ADN - cfADN) da tao ra co hdi
so sanh vat liéu di truyén c6 ngudn gdc tir mot nhidm séc thé dé so sanh vai vat liéu di truyén
ctia nhiém séc thé khac ma khong gip phai cac nguy co do cac phuong phép 1Ay mau xam lan,
didu nay tao ra cong cu dé chin doan cac loai cac bién thé s6 lugng ban sao khac nhau cia
cac trinh ty gen quan tam.

Céc han ché cta cac phuong phap hién c6 trong chan do4n tién san khéng xam 14n, ma
bao gém dd nhay thép Xuét phat tir cac mirc han ché ctia cfADN, va sai s6 giai trinh ty cua
cong nghé xut phat tir ban chit vén c6 cua thong tin di truyén, 14 co s& cho nhu cau tiép tuc
vé cac phuong phap khong xAm 1An ma s& mang lai bit ky hodc tit ca trong s6 tinh dic hiéu,
do chinh xac va tinh Gng dung, dé chan doan mot cach dang tin cdy su thay d6i s6 lugng ban
sa0 & nhidu bdi canh 14m sang. DA cho thiy ring d6 dai trung binh cua cdc doan cfADN ciia
bao thai 14 ngén hon so véi cac doan cfADN ngudi me trong huyét twong cia phu nit mang
thai. Khéc biét gitta cFADN bao thai va nguodi me ndy duge khai thac trong phuong an thuc
hién sang ché & day dé xac dinh CNV va/hogc ty 16 ADN bao thai. Cac phuwong an dugc boc
16 & day dap ing mot sb trong s6 cac nhu cAu trén. Mot s6 phuong 4n ¢ thé duge thuc hién

v6i viéc tao thu vién khong dung PCR két hop v6i gidi trinh tw ADN dau bét cip (paired end).
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Mot s phuong an dua dén d6 nhay va tinh dic hiu phén tich cao cho cac chén doan tién san
khong xam l4n va cac chan doan cho nhiéu loai bénh.
Ban chit ky thuit cia sing ché

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché d& xuét cac phuong phap x4c dinh bién thé sb lwong
béan sao (copy number variation - CNV) cua thé 1&ch bdi bao thai bat ky, va cac CNV duge
biét hogc nghi 14 ¢6 lién quan dén nhidu tinh trang y hoc. Cac CNV ma c6 thé dugc xéc dinh
theo phuong phap ctia sang ché bao gdm céc thé ba nhiém va cac thé don nhidm cta bt ky
trong s6 mot hodc nhidu nhidm sfc thé 1-22, X va Y, céc thé da boi nhiém sic thé khac, va
cac dot bién mét doan va/hodc sao ddi cua cac doan cua mot hodc nhiéu trong sb cac nhiém
sic thé bét ky. Theo mét sé phuong an, phuong phép bao gbm viéc nhan dang cac CNV cua
trinh tu axit nucleic quan tdm, vi dy, trinh tu li€n quan v& mit 14m sang, trong mau thir nghiém.
Phuong phap nay danh gia bién thé sb luong ban sao cla trinh ty quan tAm cu thé.

Theo mdt sé phuong an, phuong phép duge thuc hién ¢ hé thdng may tinh ma bao gdbm
mot hodc nhiéu bd xir Iy va bo nhé hé théng dé u6c luong s6 luong ban sao cta trinh ty axit
nucleic quan tAm trong mAu thit nghiém chira cac axit nucleic cua mot hogdc nhiéu bo gen.

Mot khia canh cua sang ché dé xuat phuong phép xéac dinh bién thé s6 lugng ban sao
(copy number variation - CNV) ctia trinh tu axit nucleic quan tam trong mau thir nghiém bao
gdm cac doan axit nucleic ngoai té bao c6 ngudn gbc tir hai hozc nhiéu bo gen. Phuong phap
bao gdm céc budce: (a) nhéan cac trinh tu doc thu duoc bang cach giai trinh ty cdc doan axit
nucleic ngoai té bao trong mau thtr nghiém; (b) sap thang cac trinh tw doc cua céc doan axit
nucleic ngoai t& bao hoic sdp thing cac doan chtra céc trinh ty doc véi cac bin ctia bo gen
tham chiéu bao gdm trinh tw quan tdm, nhd d6 tao ra cac thé trinh tur thir nghiém, trong d6 bd
gen tham chiéu duoc chia thanh nhidu bin; (¢) x4c dinh céc kich thude doan cia it nhat mot
36 trong sb cac doan axit nucleic ngoai té bao c6 mit trong mau thir nghiém; (d) tinh d¢ che
phti ciia cAc thé trinh tw di v6i céc bin ctia bd gen tham chiéu bang cach, d6i v6i mdi bin: (i)
xéc dinh sb luong céc the trinh ty sip thing véi bin, va (ii) chudn héa s lugng cac thé trinh
tu sip thdng vdi bin nay bang cach tinh dén céc bién thién gifta céc bin do cac yéu t khac
ngoai bién thé sé lugng ban sao; (¢) xac dinh tham s6 thong ké t cho trinh ty quan tAm nho st
dung d06 che phi ctia cdc bin ¢ trinh ty quan tdm va do che phu cua cac bin trong ving tham

chiéu d6i véi trinh tu quan tAm; va (f) xac dinh bién thé so lugng ban sao ¢ trinh tw quan tam
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nho st dung ty sb kha di tinh dwgc tir tham s6 théng ké t va thong tin v& kich thuéc cua cac
doan axit nucleic ngoai té bao.

Theo mdt sé phuong &n thyc hién, phuong phép bao gom viée thyc hién (d) va (e) hai
14n, mét lan cho cac doan & domain kich thuge thtr nhAt va mot 14n nita cho cac doan & domain
kich thudc thit hai. Theo mdt sé phwong 4n thuc hién, domain kich thude thir nhét bao gém
cac doan axit nucleic ngoai té bao ¢6 gan nhu tht c& céc kich thudc trong mau, va domain kich
thudc thtt hai chi bao gdbm céc doan axit nucleic ngoai té bao nho hon kich thuéc xéac dinh.
Theo mdt sd phuong 4an thyc hién, domain kich thuéc thi hai chi bao gém cac doan axit
nucleic ngoai t& bao nhé hon khoang 150 bp. Theo mot s6 phuong an thyc hién, ty s6 kha di
duge tinh tr tham sé thdng ké t thir nhat cho trinh tw quan tim nhd st dung céc thé trinh ty
cho cic doan trong khoang kich thuéc thi nhét, va tham sb thong ké t thtt hai cho trinh tu
quan tim nho str dung céc thé trinh tw cho cac doan trong khoang kich thudce thi hai.

Theo mét sd phuong an thuc hién, ty s6 kha di dugc tinh 13 kha ning tha nhit ma miu
thir nghiém 13 mAu 1&ch bdi so v6i kha ning thir hai ma mau thir nghiém 13 mau nguyén boi.

Theo mdt sd phuong an thuc hién, ty s6 kha di dugc tinh tir mot hodc nhiéu gia tri cua
ty 16 ADN bao thai ngoai tham s6 thong ké t va thong tin vé kich thudc ctia cdc doan axit
nucleic ngoai té bao.

Theo mot sd phuong an thuc hién, mot hodc nhiéu gia tri cta ty 16 ADN bao thai bao
odm gia tri ty 16 ADN bao thai tinh dugc nhd sir dung thong tin vé kich thude ciia cic doan
axit nucleic ngoai t& bao. Theo mét sé phuong an thuc hién, gia tri cia ty 1¢ ADN bao thai
duoc tinh bang cach: thu dugc phan b tn sudt cia cac kich thuéc doan; va ap dung phan b
tAn sut nay cho mé hinh lién hé ty 16 ADN bao thai véi tAn suat kich thuéc doan dé thu duge
gia tri ty 16 ADN bao thai. Theo mot ) phuong &n thyc hién, md hinh lién hé ty 1€ ADN bao
thai v6i tAn sudt cua kich thude doan bao gdm md hinh tuyén tinh chung c6 nhidu diéu kién
va hé sb cho nhiéu kich thuéc doan.

Theo mot s6 phuong an thuc hién, mot hodc nhiéu gia tri cua ty 1¢ ADN bao thai bao
odm gia tri ty 18 ADN bao thai tinh dugc nhd sir dung thong tin do che phu ddi v6i céc bin
ctua bd gen tham chiéu; Theo mét sb phuong an thuc hién, gia tri cua ty 1€ ADN bao thai dugc
tinh bang cach 4p dung céc gia tri d che phu cta nhiéu bin cho md hinh lién hé ty 1&é ADN
bao thai véi do che phu cta bin dé thu dugc gi tri ty 16 ADN bao thai. Theo mét s6 phuong
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4n thuc hién, mé hinh lién hé ty 16 ADN bao thai v6i do che phu cta bin bao gém mo hinh
tuyén tinh chung c6 nhidu diéu kién va hé s6 cho nhiu bin. Theo mdt s6 phuong 4n thuc hién,
nhiéu bin ¢6 su twong quan cao giira ty 1€ ADN bao thai va do che phu & céac mAu huén luyén.

Theo mdt sd phuong an thuc hién, mot hodc nhiéu gia tri ctia ty 1€ ADN bao thai bao
gbm gi4 tri ty 16 ADN bao thai tinh dugc nho sir dung cac tAn suét ciia nhidu 8-mer tim thiy
trong cac trinh tu doc. Theo mot sb phwong 4n thyc hién, gia tri cta ty 1€ ADN bao thai dugc
tinh bang cach 4p dung cac tAn suét nhidu 8-mer cho mo hinh lién hé ty 1&€ ADN bao thai véi
tAn suit 8-mer dé thu duoc gia tri ty 18 ADN bao thai. Theo mot sb phuong an thue hién, mo
hinh lién hé t 18 ADN bao thai véi tin suit 8-mer bao gdm mé hinh tuyén tinh chung c6
nhidu didu kién va hé s6 cho nhiéu 8-mer. Theo mdt sd phuong an thuc hién, nhiéu 8-mer ¢6
s twong quan cao gitra ty 1¢ ADN bao thai va tan suét 8-mer.

Theo mdt s6 phuong 4n thue hién, mot hodc nhiéu gid tri cua ty 1& ADN bao thai bao
odm gia tri ty 18 ADN bao thai tinh dugc nh sit dung thong tin do che phu ddi véi cac bin
thudc nhiém séc thé gi6i tinh.

Theo mot s6 phwong an thuc hién, ty s6 kha di dugc tinh tir ty 16 ADN bao thai, tham
s6 thong keé t cua cac doan ngén, va tham s6 théng ké t clia tt ca cac doan, trong d6 cac doan
ngin 1a cic doan axit nucleic ngoai té bao trong khoang kich thuge thir nhét nhé hon kich
thude tidu chuén, va tat ca cac doan ndy la cdc doan axit nucleic ngoai té bao bao gom cac
doan ngén va cac doan dai hon kich thudc tiéu chuan. Theo mot s6 phuong an thyc hién, ty
s6 kha di duoc tinh:

_ fotoml q(ffeotar) * P1 (Tsnore, Taulf fest)
- PoTshort Tan)

trong d6 p; tugng trung cho kha ndng ma dit liéu dén tir phan bd chuan nhiéu bién biéu

LR

dién mo hinh 3 ban sao hoic 1 ban sao, po tugng trung cho kha ning ma dit ligu dén tir phan
b5 chudn nhidu bién bidu dién m6 hinh 2 ban sao, Tshor, Tan 12 cac diém s0 T tinh duge tir 4
che phu nhiém sic thé dugc tao ra tir cdc doan ngén va tt ca cac doan, va q(ffiotq:) 12 phén
bd mat d6 cia ty 16 ADN bao thai.

Theo mét s6 phuong 4n thuc hién, ty s6 kha di dwgc tinh tir mot hogc nhiéu gia tri cia
ty 16 ADN bao thai ngoai tham s6 thdng ké t va thong tin vé kich thude cta cac doan axit

nucleic ngoai té bao.
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Theo mot s6 phuong an thye hién, ty sb kha di duge tinh cho thé don nhiém X, thé ba
nhiém X, thé ba nhiém 13, thé ba nhidm 18, hogc thé ba nhiém 21.

Theo mdt sb phuong an thuc hién, viéc chuén hoa sb lwrong cac thé trinh tw bao gém:
chuén héa ddi véi ndi dung GC ctia mau, chuén hoa ddi véi bién dang séng toan phan cua
bién thién cta tap huén luyén, va/hodc chuén hoa d6i véi mot hodc nhiéu thanh phﬁn thu duoc
tlr phén tich thanh phan nguyén tic.

Theo mdt s6 phuong an thyc hién, trinh ty quan tdm la nhiém sic thé nguoi duoc chon
tr nhom gf”)m ¢6 nhidm séc thé 13, nhi®m sic thé 18, nhim séc thé 21, nhiém sic thé X, va
nhiém sic thé Y.

Theo mdt s& phuong 4n thue hién, ving tham chiéu 1 tit ca cac nhidm sic thé khoe
manh, cic nhiém séc thé khoe manh khong bao gém trinh ty quan tam, it nhét 12 nhi®m sic
thé bén ngoai trinh tu quan tAm, va/hodc tap con nhidm séc thé duwoc chon tir cac nhiém sdc
thé khée manh. Theo mot s phuong 4n thyc hién, ving tham chiéu bao gém céc nhiém sdc
thé khoe manh ma di duogc xac dinh 14 tao ra kha nang do tin hiéu t5t nhét cho tap mau huin
luyén.

Theo mét sé phuong an thuc hién, phuong phap nay con bao gdm viéc tinh cac gia tri
cta tham s6 kich thude ddi v6i cac bin bing cach, dbi v6i mbi bin: (i) x4c dinh gié tri cia
tham sb kich thude tir cac kich thude clia cac doan axit nucleic ngoai t€ bao trong bin, va (ii)
chuén héa gia tri ciia tham s6 kich thuéc bang cach tinh dén cac bién thién gitta cac bin do
céc yéu té khac ngoai bién thé sb luong ban sao. Phuong phép nay con bao gdm viéc xac dinh
tham s6 thdng ké t dua trén kich thudce cho trinh ty quan tim nho sir dung céc gid tri cua tham
s6 kich thudc cua cac bin & trinh tu quan tAm va céc gid tri cua tham s6 kich thuéc ctia cac
bin trong ving tham chiéu cho trinh ty quan tdm. Theo mot s6 phuong 4an thuc hién, ty s6 kha
di cua (f) dugc tinh tr tham s6 thong ké t va tham s6 théng ké t dura trén kich thude. Theo mot
s6 phuong an thue hién, ty s6 kha df cta (f) dugc tinh tir tham s6 thdng ké t dya trén kich
thuéce va ty 1€ ADN bao thai.

Theo mdt sb phuong an thuc hién, phuong phép nay con bao gdm viéc so sanh ty s6
kha di v&i tiéu chudn xac dinh bit thuong ban sao dé xac dinh bién thé sb lugng ban sao &
trinh tu quan tam. Theo mot s6 phuong 4n thuc hién, ty s6 kha di dugce chuyén d6i thanh ty

so kha di loga trudce khi so sanh vdi tiéu chuan xic dinh bat thuong ban sao. Theo mot sb
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phuong an thuc hién, tiéu chuén x4c dinh bat thuong ban sao thu dugc bang cach 4p dung céc
tiéu chuén khéac nhau cho tap hu4n luyén cua mau huin luyén, va chon tiéu chun ma tao ra
do nhay x4c dinh va d6 nhay xac dinh.

Theo mdt s6 phwong an thuc hién, phuong phap nay con bao gdm viéc thu nhiéu ty sd
kha di va 4p dung nhidu ty s6 kha di nay vao ciy quyét dinh dé xéc dinh trudng hop bdi the
cho mau.

Theo mét sé phuong an thyc hién, phwong phap con bao gbm thu dugc nhidu ty s6 kha
df va mot hodc nhidu gid tri do che phi ciia trinh ty quan tim, va 4p dung nhiéu ty s6 kha di
nay va mot hodc nhidu gié tri dd che phu cua trinh ty quan tAm vao ciy quyét dinh dé x4c dinh
trudmg hop boi thé cho mau.

Mbt khia canh khéc ciia sang ché d& xuét phwong phap xéc dinh bién thé s6 lwong ban
sao (copy number variation - CNV) cua trinh tur axit nucleic quan tdm trong mAu thir nghiém
bao gdm céac doan axit nucleic ngoai té bao c6 ngudn gbc tir hai hodc nhiéu bd gen. Phuong
phap bao gdm cac bude: (a) nhan cac trinh tu doc thu dugc bang cach giai trinh ty cac doan
axit nucleic ngoai té bao trong mau thir nghiém; (b) sdp thang céc trinh ty doc cla cac doan
axit nucleic ngoai té bao hoidc sp thing cac doan chita céc trinh tu doc v6i cac bin ciia bd gen
tham chiéu bao gém trinh ty quan tim, nho d6 tao ra cac thé trinh tu thir nghiém, trong do bd
gen tham chiéu dugc chia thanh nhiéu bin; (c) tinh dd che phu cua céc thé trinh tu dbi véi cac
bin ctia bo gen tham chiéu bing cach, ddi véi mbi bin: (i) xéc dinh s6 lugng céc thé trinh tu
sip thng v6i bin, va (ii) chudn hoa s6 lugng cac thé trinh tw sép thang v6i bin nay bang cach
tinh dén cac bién thién gitta cdc bin do céc yéu t6 khac ngoai bién thé s luong ban sao;
Phuong phap con bao gém cic bude: (d) xac dinh tham sb théng ké t cho trinh ty quan tAm
nho st dung do che phii cia céc bin & trinh tu quan tdm va do che phu cua cac bin trong vung
tham chidu déi vai trinh tu quan tam; (e) ude tinh mot hodc nhiéu tri sé cta ty 18 ADN bao
thai cta cac doan axit nucleic ngoai té bao trong mau thtr nghiém; va (f) xac dinh bién thé sb
luong ban sao ¢ trinh ty quan tdm nho st dung tham s6 théng ké t va mot hodc nhidu tri sb
cua ty 1€ ADN bao thai.

Theo mdt s6 phuong an thuc hién, (f) bao gdm viéce tinh ty s6 kha di tir tham s6 théng

ké t va mot hodc nhidu tri 36 cua ty 18 ADN bao thai. Theo mét sb phuong an thuc hién, ty sb
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kha di dugc tinh cho thé don nhim X, thé ba nhiém X, thé ba nhidm 13, thé ba nhiém 18,
hodc thé ba nhiém 21.

Theo mot s6 phuong an thyc hién, viéc chudn hoa sd lugng céac thé trinh tu bao gém:
chuin héa déi v6i néi dung GC ciia mAu, chudn hoéa déi v6i bién dang song toan phan cua
bién thién ctia tap huén luyén, va/hodc chudn héa déi véi mot hodc nhidu thanh phan thu duge
tlr phén tich thanh phan nguyén tac. |

Theo mét sb phuong 4n thyuc hién, trinh tu quan tdm la nhiém séc thé ngudi dugce chon
tir nhém gdm c6 nhidm sic thé 13, nhiém sic thé 18, nhiém sic thé 21, nhiém sic thé X, va
nhiém sic thé Y.

Mot khia canh nita cua sang ché @& xuit phuong phap xac dinh bién thé s6 lwong ban
sao (copy number variation - CNV) ctia trinh t axit nucleic quan tam trong mau thir nghiém
bao gdm cac doan axit nucleic ngoai té bao c6 ngudn gbc tir hai hodc nhiéu bo gen. Phuong
phép bao gdm cac bude: (a) nhan céc trinh tur doc thu dugce bang cach giai trinh ty cic doan
axit nucleic ngoai t& bao trong mau thir nghiém; (b) sip thang céc trinh ty doc cta cac doan
axit nucleic ngoai té bao hodc sip thang cac doan chira céc trinh ty doc véi cac bin cua by gen
tham chiéu bao gém trinh tu quan tAm, nhd do tao ra cac thé trinh tu tha nghiém, trong do bo
gen tham chiéu dugc chia thanh nhiéu bin; (¢) x4c dinh c4c kich thuéc doan clia cac doan axit
nucleic ngoai té bao ton tai trong mau thi nghiém; (d) tinh d3 che phu cua céc thé trinh tu d6i
véi cae bin cua by gen tham chiéu nho st dung céc thé trinh tu cho cac doan axit nucleic
ngoai t& bao co céc kich thude ¢ domain kich thude thir nhét; (é) tinh do che phu cua céac thé
trinh tu ddi véi cac bin ctia bo gen tham chiéu nho st dung cac thé trinh ty cho cac doan axit
nucleic ngoai t& bao c6 cic kich thude & domain kich thuée th hai, trong d6 domain kich
thude thi hai khac v6i domain kich thuge thir nhét; () tinh cac ddc trung kich thudce d6i véi
cac bin ctia bd gen tham chiéu nhd st dung céc kich thude doan xac dinh duge ¢ (¢); va (g)
x4c dinh bién thé s lwvong ban sao & trinh ty quan tdm nho st dung d6 che phu tinh duoc o
(d) va (e) va cac dic trung kich thudc tinh dugc ¢ (f).

Theo mot sé phuong an thuc hién, domain kich thude thir nhét bao gdom cac doan axit
nucleic ngoai t& bao c6 gan nhu {4t ca cac kich thudc trong miu, va domain kich thudce thir

hai chi bao gdm cac doan axit nucleic ngoai t€ bao nho hon kich thuée xac dinh. Theo mot sb
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phuong 4n thue hién, domain kich thuée thit hai chi bao gbm cac doan axit nucleic ngoai té
bao nho hon khoang 150 bp.

Theo mot sé phuong 4n thuc hién, trinh tw quan tdm 12 nhidm séc thé ngudi duge chon
fir nhom gdm c6 nhidm sic thé 13, nhidm séc thé 18, nhidm sic thé 21, nhiém séc the X, va
nhiém sic thé Y.

Theo mot sé phwong an thue hién, (g) bao gdm viéc tinh tham s6 théng ké t cho trinh
tu quan tdm nhd st dung do che phu clia cac bin ¢ trinh ty quan tam tinh duoc ¢ (d) va/hodc
(e). Theo mot sb phuong 4n thuc hién, trong d6 vigc tinh tham ) théng ké t cho trinh tu quan
tAm bao gdm viéc sir dung do che phu clia cac bin & trinh tu quan tdm va do che phu cua cac
bin trong vung tham chiéu ddi véi trinh tu quan tim.

Theo mdt sé phuong 4n thuc hién, (g) bao gdm viéc tinh tham s6 thong ké t cho trinh
tu quan tAm nhd st dung cac dic trung kich thudce clia cc bin ¢ trinh ty quan tam tinh duoc
& (f). Theo mot sb phuong 4n thuc hién, viéc tinh tham sb thdng ké t cho trinh tw quan tAm
bao gém viée st dung céc dic trung kich thude cta cac bin & trinh tw quan tam va cac dac
trung kich thugc cua céac bin trong ving tham chiéu d6i véi trinh tw quan tAm.

Theo mdt s6 phwong an thuc hién, dic trung kich thurée cho bin bao gém ty s6 clia cac
doan cta size nho hon gia tri xac dinh voi téng cac doan trong bin.

Theo mdt s6 phuwong an thue hién, (g) bao gdm viéc tinh ty s6 kha di tir tham s6 thong
ke t.

Theo mét s6 phuong n thyuc hién, (g) bao gdm viéc tinh ty s6 kha di tir tham s6 théng
ké t thtt nhat cho trinh ty quan tim nhd st dung do che phu tinh dugc ¢ (d), va tham s6 théng
ké t th(t hai cho trinh ty quan tAm nho st dung do che phu tinh dugc & (e).

Theo mdt s6 phuong 4n thuc hién, (g) bao gdm viéc tinh ty s6 kha di tir tham s6 thong
ké t thtt nht cho trinh tu quan tim nhd stt dung do che phu tinh dugc & (d), tham s6 thong ké
t thtt hai cho trinh tu quan tim nhd st dung d§ che phu tinh dwgc ¢ (e), va tham s6 thong ké
t thtt ba cho trinh tu quan tAm nhd st dung cac déc trung kich thude tinh duge ¢ (D).

Theo mét s phuong an thye hién, ty s6 kha di dugc tinh tir mot hoge nhiéu gié tri cta
ty 16 ADN bao thai ngoai it nhét 1a tham sb théng ké t thir nhat va thir hai. Theo mot sé phuong
an thuc hién, phuong phap nay con bao gdm viéc tinh mot hodc nhidu gia tri cia ty 168 ADN

bao thai nho st dung thong tin vé kich thuéc cua cac doan axit nucleic ngoai té bao.
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Theo mét s& phuong an thuc hién, phuong phap nay con bao gdm viéc tinh mot hodc
nhidu gié tri ca ty 16 ADN bao thai nho st dung thong tin d§ che phu dbi v6i cac bin ciia bd
gen tham chiéu. Theo mot sd phuong an thuc hién, mot hodc nhiéu gia tri cta ty 16 ADN bao
thai bao gdm gia tri ty 16 ADN bao thai tinh dugc nho str dung thong tin do che phu d6i véi
c4c bin thudc nhi®m sic thé gidi tinh. Theo mot s6 phuong 4n thuc hién, ty s6 kha di duoc
tinh cho thé don nhiém X, thé ba nhidm X, thé ba nhim 13, thé ba nhiém 18, hogc thé ba
nhiém 21.

Theo mot s phuong 4n thuc hién, (d) va/hoic (€) bao gdm: (i) xéc dinh s6 lugng céac
thé trinh tu sép thing véi bin, va (ii) chuén héa s6 lugng céc thé trinh ty sap thiang véi bin nay
bang cach tinh dén cac bién thién giira cac bin do cac yéu t6 khac ngoai bién thé s6 lugng ban
sao; Theo mdgt sb phuong an thuc hién, viéc chuln hoa sb luong cac thé trinh tu bao gé‘)m:
chuén héa dbi v6i noi dung GC ciia mau, chuén hoa dbi véi bién dang séng toan phan cia
bién thién cla tap huén luyén, va/hoic chuén héa dbi véi mot hodc nhiéu thanh phﬁn thu duoc
tir phan tich thanh phan nguyén tic.

Theo mét s6 phuong an thyc hién, (f) bao gbm viéc tinh c4c gia tri cua tham s6 kich
thude dbi véi cc bin bing cach, ddi véi mdi bin: (i) xéc dinh gia tri cta tham s6 kich thude
tir céc kich thudc ctia cac doan axit nucleic ngoai t& bao trong bin, va (ii) chuén hoa gia tri
cta tham sb kich thude bing cach tinh dén cac bién thién gitta cc bin do céc yéu t6 khac
ngoai bién thé sb lugng ban sao.

Mot khia canh khac cua sang ché d& cap dén hé thong dé uéce luong sé lwong ban sao
cta trinh tu axit nucleic quan tAm trong mau thir nghiém, hé théng bao gdm: bd giai trinh tu
dé nhan cac doan axit nucleic tir mau thir nghiém va dua ra cac thong tin trinh tr axit nucleic
clia clia mau thir nghiém; bd xr ly; va mot hodc nhiéu vat ghi doc duoc béng may tinh c6 co
lru trit céc 1énh d& thuc thi trén bo xir 1y ndy. Céc 1énh niy bao gdm lénh dé: (a) nhén céc
trinh tu doc thu duoc bang cach gidi trinh ty cac doan axit nucleic ngoai té bao trong mau thir
nghiém; (b) sép thang cac trinh ty doc cua cac doan axit nucleic ngoai té bao hodc sp thing
cac doan chtra céc trinh tu doc vai cac bin cua b gen tham chiéu bao g@)m trinh ty quan tam,
nhd d6 tao ra cac thé trinh tu thir nghiém, trong d6 bo gen tham chiéu dugc chia thanh nhiéu
bin; (c) x4c dinh céc kich thudc doan cua it nhat mot sé trong sd cac doan axit nucleic ngoai

té bao c6 mat trong mau thir nghiém; (d) tinh d¢ che phu cia cac thé trinh tu d6i véi cac bin
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cua by gen tham chiéu bang cach, ddi véi mdi bin: (i) xac dinh sb luong céc thé trinh tu sap
thang véi bin, va (ii) chuén hoa s6 luong cac thé trinh tu sip thing véi bin ny bang cach tinh
dén c4c bién thién gitra cac bin do cac yéu t6 khac ngoai bién thé sé lugng ban sao; Phuong
phap con bao gém cac bude: (e) xac dinh tham s6 théng ké t cho trinh ty quan tAm nho sir
dung do che phu cta cac bin & trinh ty quan tdm va d che pht clia cac bin trong vung tham
chiéu déi vé6i trinh tu quan tAm; va (f) xac dinh bién thé sb lugng ban sao ¢ trinh tu quan tdm
nho st dung ty s6 kha di tinh dugc tir tham s6 théng ké t va thong tin vé kich thuéc cua cac
doan axit nucleic ngoai té bao.

Theo mét sb phuong an thuc hién, hé théng dugc tao cAu hinh d thuc hién phuong
phap bét ky trong sb cac phuong phép néu trén.

Mbt khia canh nita ctia sang ché d& cép dén san phdm chwong trinh mdy tinh bao gdm
mot hodc nhiéu vat ghi bét bién doc duge bing may tinh c6 luu trit trong d6 cac 1énh thue thi
boi méy tinh ma, khi dwoc thue thi bai mot hodc nhiéu bd xir Iy ctia hé théng may tinh, khién
cho hé thdng may tinh thuc hién phuong phap bét ky trong s6 cac phuong phap néu trén.

Maic du cac vi du ¢ day lién quan dén nguoi va ngdn ngit ch yéu hudng dén méi quan
tam 14 con ngudi, nhung cac khai nhiém dwgc mod ta ¢ day co thé ap dung duogc cho cac hé
gen tu thyc vat hodac dong vat bat ky. Dudi dy, cac ddi twong va dAu hiéu nay va khic cua
sang ché sé trd nén 18 rang hon tir phan mo ta sau va céc yéu cau bao ho dinh kém, hodc s&
hiéu duge tir viéc thue hién sang ché da néu.

Két hop bing cach vién dan

Tht c4 céc sang ché, don yéu cAu cap bang sang ché, va cac cong bd khac, bao gdm tat
cé céc trinh tu duoc bdc 10 trong céc tai liéu nay, dugce noi dén & day dugc dua vao day b@fmg
cach vién din, v6i cing pham vi nhu thé timg cong bé, bang sang ché hodc don sang ché duge
chi ra la dugc dua vao bang cach vién dan. TAt ca cac tai liéu dugc vién dan, & phﬁn thich
hop, dugc dua vao day bf?xng céch vién dan toan bo dung cho muc dich duge chi ra béi ngit
canh vién dan tai liéu d6 trong ban md ta nay. Tuy nhién, viéc vién dAn tai liéu bt ky khong
c6 nghfa 13 thira nhan ring tai liéu do 12 tinh trang k§ thuat da biét doi véi sang ché.

MG ta vin tit cdc hinh vé
Fig. 1 1a luu dd cua phuong phap 100 dé xé4c dinh sw ¢6 mit hodc ving mit cua bién

thé s6 lugng ban sao trong mau thir nghiém chtra hon hop céc axit nucleic.
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Fig.2A thé hién mot cich c6 chu d@é v& viéc st dung phuwong phap giai trinh tu dau bt
cip nhu thé nao dé x4c dinh ca kich thuéc doan va do che phu trinh tur,

Fig.2B thé hién lwu do cta quy trinh st dung d6 che phu dya trén kich thude dé xac
dinh bién thé s6 luong ban sao cla trinh ty axit nucleic quan tam trong mau thir nghiém.

Fig.2C thé hién Iuu d0 ciia quy trinh x4c dinh tham sb kich thuéc doan cho trinh tu
axit nucleic quan tdm dugc str dung dé wde lwong sb lugng ban sao.

Fig.2D thé hién luu @b cua hai nhanh chdng l4n cua tién trinh.

Fig.2E thé hién luu do vé quy trinh ba nhdnh dé wdce lugng sb lugng ban sao.

Fig.2F thé hién cac phuong 4n thuc hién ma ap dung tham s6 théng ké t cho phan tich
) lugng ban sao dé cai thién d6 chinh x4c cua phan tich.

Fig.2G thé hién quy trinh vi du dé x4c dinh ty 1& ADN bao thai tir thong tin d9 che phu
theo mot s6 phuong 4n thuc hién cua sang ché.

Fig.2H thé hién quy trinh x4c dinh ty 16 ADN bao thai tir thong tin phén b6 kich thurée
theo mdt s6 phwong an thuc hién.

Fig.21 thé hién quy trinh vi du dé xéc dinh ty 16 ADN bao thai tir thong tin tin sudt 8-
mer theo mdt sb phwong 4n thyc hién cla sang ché.

Fig.2J thé hién tién trinh xt 1y c4c trinh ty doc ma théng tin cia chiing c6 thé dugc su
dung dé thu duogc udce tinh ty 18 ADN bao thai.

Fig.3A thé hién luu dd v& vi du v& quy trinh dé giam nhiéu trong dit ligu trinh tu tir
mau thir nghiém.

Cac hinh vé& tir Fig.3B dén Fig.3K thé hién c4c phan tich di liéu thu duge ¢ cic giai
doan khac nhau cua quy trinh dugc minh hoa trén Fig.3A.

Fig.4A thé hién lvu dd ctia quy trinh tao mit na trinh tu dé 1am giam nhiéu trong dit
liéu trinh tu.

Fig.4B thé hién rang diém s6 MapQ c¢6 méi tuong quan don diéu manh véi CV ¢
lugng che phu dugc chuin hoa.

Fig.5 14 so d6 khéi ctia hé thdng phén tan dé xir Iy mAau thir nghiém va sau cung 1a thuc
hién phép chan doan.

Fig.6 1a so d® minh hoa cach ma cic cong doan khac nhau trong xit 1y cac mau thir

nghiém c6 thé duge nhém lai dé duge xir Iy boi cae b phan khac nhau ciia hé théng.
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Céc hinh v& tir Fig. 7A va 7B thé hién dién di dd cua thu vién giai trinh tu cfADN dugc
chuén bi theo phuong thitc t6m tat md ta trong Vi du la (Fig.7A), va phuong thirc dugc md
ta trong Vi du 1b (Fig.7B).

Fig.8 thé hién tién trinh tong quat va dong thoi gian cho phién ban méi ctia NIPT so
v6i tién trinh cong viée trong phong thi nghiém chuén.

Fig.9 thé hién hiéu suét thu vién giai trinh tu duéi dang ham cua cfADN tach chiét dau
vao, chi rd méi twong quan tuyén tinh manh véi sy tap trung cia thu vién véi sy tap trung dau
vao v6i hidu sudt chuyén héa cao.

Fig.10 thé hién su phan bd kich thuéc doan cfFADN do duge tir 324 mau tir céc phu nit
mang thai bé trai.

Fig.11 thé hién ty 18 ADN bao thai lién quan tir tong s dém cua cac trinh tu doc c6
dAu bt cip duge anh xa so v6i sb dém tir cac trinh tw doc ¢6 dau bat cap ma nho hon 150 bp.

Fig.12 thé hién diém sé 1éch boi thong ké t két hop cho phat hién cc mu thé ba nhiém
21 cho (A) téng s6 dém cta tt ca cac doan; (B) tong s& dém ctia chi cac doan ngan (<150bp);
(C) phén cua cac doan ngén (téng s dém gitta 80 va 150 bp/tdng s6 dém <250bp); (D) tham
s6 théng ké t két hop tir (B) va (C); va (E) két qua cho ciing miu thu dugc nho st dung quy
trinh phong thi nghiém Illumina Redwood City CLIA vé6i trung binh la 16 M s6 dém/mau.

Fig.13 thé hién cac ty 16 ADN bao thai ude tinh duge tlir cac bin duge chon so vdi cac
phin do duoc bang cac gid tri nhiém séc thé chuin hoa (normalized chromosome value -
REF) cho X-nhiém séc thé. Tap 1 dugc ding dé hiéu chuan gi4 tri ty 1& ADN bao thai va tap

2 doc lap dé kiém dinh su twong quan.

Mo ta chi tiét sang ché
Céac dinh nghia

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, viéc thuc hién phuong phap va hé théng duge boc 16 trong
ban mé ta bao gom cac k¥ thuat thong thudng va cac thiét bi thuong duoc st dung trong linh
vue sinh hoc phéan twr, vi sinh vét hoc, tinh ché protein, thiét ké protein, viéc giai trinh ty
protein va ADN va linh vuc ADN tai td hop, ddu ndm trong hidu biét chuyén mén trong linh

vuc niy. Cac k§ thuat va thiét bi nay 1a da biét ddi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong

-14-



41317

linh vuc k¥ thudt nay va dugc mo ta trong nhiéu vin ban va tai liéu tham khao (xem, vi du,
Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual," tdi ban lan 3 (Cold Spring
Harbor), [2001]); va Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology" [1987])).

Khoang s6 12 bao gdm cé cac sb dinh rd khoang nay. Pugc dy tinh 1a moi gi6i han 56
16n nhét duoc dua ra trong toan bd ban mo ta nay bao gdm moi gidi han s6 thdp hon, nhu thé
céc giéi han sd thdp hon nay dugc viét 6 rang trong ban md ta. Moi gidi han 56 nho nhét
dugc dua ra trong toan by ban md ta nay s€ bao gdm moi gi6i han s6 cao hon, nhu thé 13 c4c
gi61 han s6 cao hon nay duogc viét 6 rang trong ban mo ta. Moi khoang s6 duoc dua ra trong
toan bo ban mo ta nay sé& bao gdm moi khoang s6 hep hon ma nam trong khoang s6 rong hon

nay, nhu thé cic khoang s6 hep hon ndy dugc viét rd rang toan bg trong ban mo ta.
Céc tiéu dé& duge dua ra trong ban md ta khong nham dé gidi han phan mo ta.

Tri khi duge quy dinh khac, tat ca cac thuat ngit k§ thuét va khoa hoc duogc str dung
frong ban mé ti ndy c6 nghia giéng nhu dugc hiéu thong thudng béi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay. Cac tir dién khoa hoc khac nhau ma chtra cac thuat nglt dugce bao
gdm trong ban md ta nay 1a dugc biét 5 va kha dung dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc. Mac du phuong phép va vat ligu bét ky twong tur hodc twong duong voi phuong
phép va vat liéu duge md ta trong ban mo ta nay dwuge su dung trong viéc thuc hién hodc thir
nghiém cic phuong an duge boc 16 trong ban mo ta, mot $6 phuong phap va vat licu dugc mo
ta dudi day.

Céc thuat ngit duge dinh nghia ngay dudi day duoc mo ta ddy da hon bang cach tham
chiu dén toan bd ban mo ta. Can phai hidu ring bin md ta nay khong bi gi6i han boi phuong
phap luan cu thé, cdc quy trinh va chét phan tmg dwgc mo ta, vi chung c6 thé khac nhau, tiry
thudc vao ngit canh chiing dugc sir dung béi nhitng ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc. Nhu duoge st dung & day, cac thuat ngit dang b it "mot", "mdt cai", va "cai nay" bao

gdm ca dang s6 nhicu trir khi ngir canh quy dinh ngugc lai mot cach 16 rang.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, axit nucleic dwgc viét 1an lugt tir trai sang phai theo chiéu

5' dén 3' va trinh tu axit amin duoc viét tir tri sang phai theo chiéu tir amino dén carboxy.
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Thuét ngit "tham $6" duoc st dung o day biéu thi ddu hiéu vat Iy ma tri s6 hodc dic
tinh khac ctia né c6 tc dong dén tinh trang bénh 1y lién quan ching han sy bién thé s6 lugng
ban sao. Trong mot sb trudong hop, thuit ngit tham s6 duge str dung véi viec tham chiéu dén
mot bién s6 ma c6 anh huong dén két qua ciia mot hé thire hoc mé hinh toén hoc, bién s
nay cé thé 13 bién sb doc lap (tuc la, d4u vao cho md hinh) hoic bién trung gian dua vao mot
hosc nhidu bién doc 1ap. Tiy thude vao pham vi ctia md hinh, ddu ra clia mét m hinh c6 thé

{r& thanh diu vao ctia md hinh khac, nhd d6 try thanh tham sé ciia md hinh khéc.

Thuat nglt "tham sb kich thudc doan" chi tham s6 ma c6 lién quan dén kich thuéce hodc
chiéu dai caa mot doan hodc mot tp hop gém nhiéu doan nhu cac doan axit nucleic, vi du,
céc doan cFADN thu duoc tir dich co thé. Nhu duge sir dung & ddy, mot tham s6 "léch vé phia
kich thuéc hodc khoang kich thude cua doan" néu: 1) tham sb nay duoc gan trong sd thuén
ddi vé6i kich thude hoic khoang kich thude cta doan, vi dy, tong sb duoc gan trong 36 ¢6 stic
nang hon khi di kém véi cac doan c6 kich thuée hogdc khoang kich thudc nay so vai kich
thudc hodc khoang kich thude khac; hodc 2) tham s6 thu duoc tir gia tri ma duge géan trong
s6 thuan déi voi kich thudce hodc khoang kich thude nay ctia doan, vi dy, ty s6 thu dugce tir sd
dém duogc gan trong $6 ¢6 strc nang hon khi di kém v6i cac doan co kich thudc hodc khoang
kich thude nay. Kich thudc hodc khoang kich thudce cua doan c6 thé 13 mot dic trung ctia bd
gen hodc mot phﬁn ctia n6 khi bd gen tao ra cdc doan axit nucleic dugc lam giau hodc c6 su
tap trung kich thude hoic khoang kich thude cao hon so véi doan axit nucleic tir bo gen khac

hodc phan khac cua cuing mot bd gen.

Thuét ngit "gan trong s6" chi viée thay ddi & lwong nhu tham s6 hodc bién s6 nho st
dung mot hodc nhiéu gia tri hodc ham s6, dugc xem 13 "trong $6." Theo cac phuong an nhét
dinh, tham sb hoic bién s6 duoc nhan véi trong s6. Theo cac phuong an khac, tham s6 hoac
bién sé thay dbi theo ham s6 mii. Theo mot s6 phuong an, ham s6 ¢6 thé 1a ham tuyén tinh
hoic ham khong tuyén tinh. Vi du vé cac ham khong tuyén tinh 6 thé 4p dung duoc bao gbm,
nhung khong chi giéi han & ham budc Heaviside, ham hop xe, ham béc thang, hoac ham
sigma. Viéc géan trong $6 mot tham s6 hodc bién ) géc 6 thé 1am ting hodc giam mot cach
c6 hé thdng gia tri cua bién s6 dugc gan trong s6. Theo cac phuong 4n khéc nhau, viée gan

trong s0 o thé dan dén cac gié tri duong, khong &m hodc am.
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Thuat ngi "bién thé sd lwong ban sao" & diy chi sy bién ddi vé s luong ban sao cla
trinh ty axit nucleic c6 mat trong mau thr nghiém so véi s6 luong ban sao cua trinh ty axit
nucleic c6 mit trong mau d6i chimg. Theo cic phuong an nhét dinh, trinh tu axit nucleic 1a 1
kb hodc 16n hon. Trong mot sb truong hop, trinh ty axit nucleic 1a toan b nhiém séc thé hoic
mot phén dang ké ctia né. "Bién thé sb lwgng ban sao" chi trinh ty axit nucleic ma trong do
tim thdy su khac nhau vé s6 luong ban sao so véi trinh ty axit nucleic dich trong mau thir
nghiém cé mirc mong mudn trinh tu axit nucleic. Vi dy, mitc trinh ty axit nucleic dich trong
mau thir nghiém so v4i mirc ¢6 mat trong mau dat yéu cAu. Bién thé/bién dbi sb lwong ban
sao bao g61n mét doan, bao gém mét doan nho, chén doan, bao gém cheén doan nho, lap doan,
lap nhiéu doan va chuyén doan. CNV bao gém c4c thé 1éch boi nhiém séc thé va thé 1&ch boi

mot phﬁn.

Thudt ngit "thé 1ach bdi" & day chi sw mét can bing clia vat lidu di truyén gay ra boi

su mat hoic ting thém toan by nhiém sac thé hodc mét phén cua nhiém sic the.

Thuét ngtt "thé 1éch boi nhiém sac the" va "thé l¢ch boi nhiém sdc thé toan phan" ¢
day chi su mat cAn bang cua vat liéu di truyen giy ra boi sy mat hodc tang thém toan bd nhiém

shc thé, va bao gdm thé 1ach boi dong mam va thé 1éch bdi kham.

Thuat ngft "thé 1éch boi mot phén” va "thé 1éch boi nhiém séc thé mot phﬁn" ¢ day chi
su mat can béng cua vat liéu di truyén gdy ra boi sy mét hodc ting thém mot phén cta nhiém
séc thé, vi du, thé mot nhidm sic thé mot phin va thé ba nhi€m sdc thé mot phin, va bao gdm
su mét can bf?mg do chuyén doan, mét doan va chén doan.

Y
A

Thuét ngit "nhiéu" chi nhiéu hon méot yéu 8. Vi du, thuat ngit duge st dung ¢ day khi
aé cap dén s6 luong phéan tir axit nucleic hodc thé trinh ty ma du dé nhén dang su sai khic
dang k& v& bién thé s6 lugng ban sao trong mAu thir nghiém va mau dat yéu cau bang cach sir
dung cac phuong phéap dugc bde 16 ¢ day. Theo mot s6 phuong 4n, thu dugc it nhat khoang 3
x 109 thé trinh tw ndm trong tr khoang 20 dén 40bp cho mdi mau thir nghiém. Theo mot sd
phuong 4n, mdi mau thir nghiém dwa ra dit liéu cho it nhét khoang 5 x 106, 8 x 10%, 10 x 106,
15 % 106,20 x 105, 30 x 105, 40 x 106 hodc 50 x 10° thé trinh ty, mdi thé trinh tw bao gbm tir
khoang 20 dén 40bp.
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Thuét nglt "trinh ty doc dau bét cap" chi cac trinh tw doc tir viée giai trinh tur dAu bat
cip ma thu duge mot trinh twr doc tur mdi diu cudi cua doan axit nucleic. Giai trinh tu dAu bt
cap co thé ba nhiémo g6m viéc phan doan céc soi polynucleotit thanh céc trinh tu ngén duoc
goi 1a cac doan chén. Viéc phan doan 1a tuy y va khong can thiét d6i véi polynucleotit twong

d6i ngén nhu cac phan tir ADN ngoai té bao.

Thuét ngit "polynucleotit," "axit nucleic" va "phan tir axit nucleic" duoc sir dung thay
thé cho nhau va chi trinh tu nucleotit duoc lién két cong hoa tri (tirc 13, ribonucleotit dbi véi
ARN va deoxyribonucleotit di véi ADN) trong d6 vi tri 3' clia duong pentoza cua mot
nucleotit dugc ndi bang nhém phosphodieste véi vi tri 5' ciia duong pentoza cua nucleotit ké
tiép. Nucleotit bao gdm céc trinh tu axit nucleic ¢ dang bét ky, bao gdm, nhung khong chi
giéi han & cac phan tr ARN va ADN nhu phan ti cfADN. Thuat nglt "polynucleotit” bao

g6m, khong gidi han, polynucleotit soi don va soi doi.

Thuét ngit "mau thit nghiém" ¢ day chi mAu, thudng cb ngudn gdc tir dich sinh hoc,
té bao, mé, co quan hoic co thé, chira axit nucleic hoic hdn hop clia axit nucleic gém it nhat
mdt trinh ty axit nucleic cn duge sang loc v& bién thé s6 luong ban sao. Theo cic phuong an
nhét dinh, mau chura it nhit mdt trinh tu axit nucleic ma sb lugng ban sao ctia n6 bi nghi la da
bi bién ddi. Cac mAu nhu vay bao gdm, nhung khong chi gi6i han & dom/dich khoang miéng,
dich mang i, mau, phan doan méu, hogc mAu sinh thiét kim nho (vi dy, sinh thiét giai phau,
sinh thiét kim nho, v.v.), nudc tiéu, dich mang bung, dich mang phéi, va mau trong tu. Mic
du mau thuong duge léy tr dbi twong nguoi (vi du, ngudi bénh), cac thir nghiém cd thé duogc
stt dung dbi vai bién thé s lugng ban sao (CNV) & mAu tr dong vat c6 va bit ky, bao gom,
nhung khong chi giéi han & cho, méo, ngua, dé, curu, gia suc, lon, v.v.. MaAu c6 thé dugc st
dung truc tiép dudi dang thu duoc tir ngudn sinh hoc hogic sau khi xt Iy so bo dé 1am thay doi
dic tinh cua mau. Vi du, qué trinh x@ 1y so b .néy 6 thé bao gbém tach huyét trong tir mau,
pha loang dich nhay va v.v.. Phuong phép xt Iy so b c6 thé con bao gém, nhung khong chi
gid1 han 9, loc, két tua, pha loang, chung cét, tron, ly tdm, dong lanh, kho lanh, co, khuéch
dai, phin doan axit nucleic, lam bét hoat cac thanh phén gay nhiéu, bd sung céac chét phan
ﬁng, ly giai, v.v..Néu cac phuong phéap xir Iy so bd nay duge dung cho mau, cac phuong phap

xtt Iy so bd nay thudng sao cho axit nucleic dich van con trong mau thir nghiém, do6i khi &
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néng do ty I¢ voi néng do trong mau thir nghiém khong dugce xt ly (vi du, cu thé 13, mau
khéng duoc dwa vao bat ky phuong phép xi Iy so bd nhur vay). Cac mau "d3 duge xur Iy" hodc
"4 duge ché bién" van duoc xem la cac mAu “thtr nghiém” sinh hoc dbi vdi cac phurong phéap
dugc mo ta ¢ day.

Thuét ngit "mau dat yéu cAu" hodc "mAu khong bi bénh" & day chi mau chira hén hop
axit nucleic c6 mat véi s6 lrong ban sao da biét ma axit nucleic trong mau thtr nghiém dugc
50 sanh Vi n6, va d6 1a mau binh thudng, tirc 13 khong phai thé 1éch boi, dbi véi trinh tyr axit
nucleic dich. Theo mét s& phuong 4n, mAu dat yéu cau duge dung lam mAu hudn luyén khong
bi bénh cua tap huén luyén dé suy ra mit na trinh tu hodc bién dang trinh tu. Theo cac phuong
4n nhat dinh, mau dat yéu cau dugc dung dé nhan dang mdt hodc nhidu nhidm séc thé chuin
hoa hoac cac doan d6i v6i nhiém séc thé can xem xét. Vi du, miu dat yéu clu ¢ thé duoc
ding dé nhan dang hoic chuén hoa nhiém sic thé dbi véi nhilm séc thé 21. Trong trudng hop
nay, mau dat yéu cau 1a miu khong phai mAu thé ba nhifm sic thé 21. Vi du khac bao gdm
stt dung chi nit gidi lam mau dat yéu cAu dbi v6i nhidm séc thé X. MAu dat yéu cau co thé con
duge dung cho cac muc dich khac nhu x4c dinh ngudng dé nhan dang mau bi bénh, x4c dinh
ngudng dé dinh rd ving che chén trén trinh tu tham chiéu, x4c dinh luong che phu mong

muon doi véi cac vung khac nhau cua b gen, va tuong tu.

Thuat ngft "tap hudn luyén" & dy chi tap hop cac mAu hudn luyén ma c6 thé ba nhiémo
gém cac mau bi bénh va/hoic céc mau khong bi bénh va dugc dung dé phat trién mé hinh
phén tich mau thir nghiém. Theo mot s6 phuong 4n, tip huin luyén bao gdm cac mau khong
bi bénh. Theo cac phuong an nay, ngudng d2 x4c dinh CNV duoc thiét 1ap bing cach st dung
céc tAp hop méu huin luyén ma khong bi bénh d6i vai bién thé sé lugng ban sao dich. Cac
mau khéng bi bénh trong tp hun luyén c6 thé duge ding lam mau dat yéu ciu dé nhan dang
c4c trinh tu chudn hoa, vi dy, cac nhidm séc thé chuin hoéa, va dinh luong nhiém séc thé cua
che miu khong bi bénh duoc ding dé thiét 1ap ngudng dbi véi mdi trinh tu, vi dy, cac nhiém
sac thé quan tam. Theo mot 5O phuong an, tap huén luyén bao gdbm cac mau bi bénh. Céc mau
bi bénh trong tap huén luyén c6 thé dugc st dung dé kiém chirng mau thir nghiém bi bénh ¢6

thé duoc phan biét mot cach dé dang véi cac mau khong bi bénh.
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Tép huén luyén con 13 mau thdng ké trong quan thé quan tim, mau théng ké nay khong
dwoc 1An v6i mAu sinh hoc. Mau théng ké thudng bao gdm nhidu c4 thé, dit liéu v& chc ca thé
nay duoc ding dé x4c dinh mot hoac nhidu gié tri dinh luong dich c6 thé khai quat hoa cho
quan thé. Mau théng ké 13 tip hop con gdm céc c4 thé trong quan thé quan tim. Céc cé thé c6
thé 1a ngudi, dong vat, mo, t& bio, cac mau sinh hoc khac (tirc 13, miu théng ké c6 thé bao
gdm nhiéu mau sinh hoc), va cac thuc thé riéng 1é khac cung clp cac diém dit ligu dé phan

tich thong ke.

Théng thudng, tip hudn luyén duge ding két hop véi tap hop xac thyc. Thuét ngir
"tdp hop xac thuc duoc dung dé chi tap hop gém cac ca thé trong mau théng ké, dir liéu cua
cac c4 thé nay duge ding dé xac thuc hoic danh gia cac gia tri dinh lugng dich duge xéc dinh
nho st dung tap hudn luyén. Theo mdt s6 phwong an, chang han, tp huin luyén cung cép dit
lidu dé tinh toan mat na cho trinh ty tham chiéu, trong khi tap hop xé4c thuc cung cap dit liéu

dé danh gia tinh x4c thuc hodc tinh hi€u qua cua mat na.

“Udc lugng s6 lugng ban sao" duge st dung & dy khi dé cap dén uéc lwong théng ké
tinh trang cua trinh tu gen ¢6 lién quan dén sb lwong ban sao cta trinh tu nay. Vi du, theo mot
sb phuong an, viéc danh gid bao g61n viée x4c dinh sy ¢6 mat hodc khong c6 mat cua mot
trinh tu gen. Theo mot $6 phuong an, viéc danh gia bao gém viéc xac dinh thé 1&ch boi mot
phin hay toan phan cua trinh tu gen. Theo cic phuong an khéc, viéc danh gia bao gbm viéc
phén biét gifra hai hodc nhiéu miu dya vao s luong ban sao cta trinh tw gen. Theo mot s6
phuong an, viéc danh gia bao gém cac phan tich théng ké, vi duy, chuin hoéa va so sanh, dua

vao so lugng ban sao cua trinh ty gen.

Thuét ngit "axit nucleic dinh tinh" dugc dung thay thé cho nhau véi "trinh tu dinh
tinh," 1a trinh ty ma sb luong trinh tu hodc axit nucleic dich dugc so sanh v6i nd. Trinh tu
dinh tinh 13 trinh tu c6 mit trong mAu sinh hoc, tot hon 1a véi mtc biéu thi da biét, tic 14,
lugng trinh ty dinh tinh la da biét. Thong thudng, trinh ty dinh tinh 13 trinh tu c6 mat trong
"mau dat yéu cau." "Trinh tu dinh tinh quan 14m" 1a trinh ty dinh tinh ma lugng trinh ty nay
d3 biét trong miu dat yéu cau, va la trinh tu c6 lién quan dén su sai khac cta trinh tu quan

tam gifta doi tuong doi chung va ca thé mac tinh trang bénh ly.
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Thuét ngit "trinh tu quan tdm" hodc "trinh tu axit nucleic quan tdm" ¢ day chi trinh ty
axit nucleic ma co lién quan dén su sai khac vé su biéu hién trinh tu gifta ca thé khoe manh
va cé thé b bénh. Trinh ty quan tm c6 thé 13 trinh tu trén nhidm sic thé ma duoc biéu hién
sai, tire 13, duge biéu hién qua mirc hodc dudi muc, trong tinh trang di truyén hozc bénh ly.
Trinh tu quan tdm cé thé [a mot phén ctia nhiém sic thé, tire 13, doan nhiém séc thé, hodc toan
b6 nhiém sic thé. Vi du, trinh tir quan tim c¢6 thé 12 nhiém séc thé ma dugc biéu hién qué mirc
O tinh trang thé 1&ch boi, hodc gen mi hoa chét chéng u ma duoc biéu hién dudi mic & bénh
ung thu. Céc trinh tu quan tdm bao gdm cac trinh ty ma dugc biéu hién qua mirc hoic dudi
muc trong tong quan thé, hoic quan thé con cac té bao cua ddi tugng. "Trinh ty dinh tinh
dich" 14 trinh tu quan tAm trong mau dat yéu ciu. "Trinh ty quan tAm thit nghiém" 1a trinh tu

quan tam trong mau thir nghiém.

Thuét ngit "trinh tw chudn héa" & ddy chi trinh ty ma dwoc ding dé chuén hoa s lugng
thé trinh tu dugc anh xa dén trinh tu quan tim két hop véi trinh tu chuén héa. Theo mot sb
phuong an, trinh tu chuén hoa gdm nhiém sac thé khoe manh. "Nhiém sic thé khoe manh" 1a
nhi®m séc thé khong bi 1&énh boi 1é. Trong mot sé trudng hop bao gdom nhiém sdc thé cua
ngudi, nhiém sic thé khée manh 1a nhim séc thé bt ky khong phai nhiém sdc thé X, nhiém
séc thé Y, nhiém sic thé 13, nhiém sic thé 18, va nhiém séc thé 21. Theo mdt sb phuong an,
trinh tu chuan héa biéu thi do bién thién vé s6 luong thé trinh tw ma duogc anh xa dén noé gitra
cdc mAu va cac lan chay giai trinh tu ma gﬁn diung véi do bién thién cta trinh ty quan tim ma
nd duge dung lam tham s6 chuén héa. Trinh tu chuin héa c6 thé phan biét mau bi bénh véi
mot hodc nhiéu mau khong bi bénh. Theo mot sb cach thyc hién, trinh tu chuin héa phan biét
tot nhét hodc ¢6 hidu qua, khi so sanh véi céc trinh tu chuin hoa tidm nang khac nhu nhiém
séc thé khac, miu bi bénh véi mot hodc nhidu miu khong bi bénh. Theo mot sé phuong én,
d6 bién thién cta trinh tu chudn héa duogc tinh 13 do bién thién vé dinh lrong nhiém sic thé
d6i véi trinh'tu quan tam gifta cac mﬁu va céc lan chay giai trinh tw. Theo mot s6 phwong an,
trinh tu chuén hoa duoc xac dinh trong tap hop mau khong bi bénh.

"Nhidm séc thé chudn hoéa," "nhiém sic thé mAu thire chuén hoa," hodc "trinh tu nhiém
shc thé chuan hoa" 1a vi du vé "trinh tu chudn héa." "Trinh tu nhiém séc thé chuan hoéa" co

/4

thé gom c6 mot nhiém sac thé hodc gom mot nhom cac nhiem sic the. Theo mot s6 phuong
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4n, trinh tu chudn héa gdm hai hodc nhiéu nhiém sfc thé khoe manh. Theo cac phuong an
nhét dinh, cac nhiém séc thé khée manh déu 1a céc nhiém séc thé thuong khong phai cac
nhiém sic thé, X, Y, 13, 18, va 21. "Doan chudn héa" 12 mot vi du khac vé "trinh tu chuén
héa." "Trinh tu doan chuan héa" c6 thé gém mot doan ctia nhiém séc thé hodc c6 thé gdbm hai
hoic nhidu doan clia cing nhidm séc thé hofic ciia cc nhidm séc thé khac nhau. Theo cic
phuong an nhét dinh, trinh tu chuin hoa dugc du tinh dé chuén hoa d6 bién thién nhu do bién
thién lién quan dén qué trinh xur ly gitra céc nhiém sic thé (trong mot 1an chay), va do bién
thién gitta cac lan giai trinh tu (gitta cac 1an chay).

Thuat ngft "kha nang phén biét" ¢ day chi déc tinh cua nhiém séc thé chuén hoa ma
cho phép ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vgc phan biét mét hodc nhidu miu khéng
bi bénh, tirc 13, binh thudng véi mot hode nhiu mAu bi bénh, tic 13, thé léch boi. Nhiém sic
thé chuén héa biéu hién "kha ning phan biét" 16n nhét 13 nhiém sic thé hodc nhém goém cac
nhidm sic thd ma dua ra su khéc biét théng ké 16n nhat giita sy phan bd cta dinh lwong nhiém
sic thé dbi voi nhifm séc thé quan tAm trong tdp hop mAu dat yéu cau va dinh lugng nhiém
sic thé ddi voi cing nhidm sic thé quan tdm ndy trong nhi®m séc thé twong Gng trong mot

hodc nhiéu mau bi bénh.

Thuat ngtt "do bién thién" & day chi mot dic tinh khac cua nhiém séc thé chuén hoa
ma cho phép ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc phan biét mot hodc nhiéu mau khéng
bi bénh, trc 13, mau binh thuong véi mot hodc nhiéu mau bi bénh, tac 13, thé 1&ch bodi. Do
bién thién ctia nhidm séc thé chudn hoa, duoc do trong tap hop mAu dat yéu cau, chi do bién
thién vé s6 lugng thé trinh tu dugc 4nh xa dén né ma gﬁn ding véi do bién thién v& sb luong

thé trinh tu dugc anh xa dén nhiém sic thé quan tdm ma n6 dung lam tham so chuan hoa.

Thuét ngt "mat do thé trinh tu" ¢ day chi s6 luwong trinh tu doc ma duge anh xa dén
trinh tu bd gen tham chiéu, vi dy, mat do thé trinh tu d6i v6i nhidm séc thé 21 1a sb lugng
trinh tu doc duoc tao ra bang phuong phip gii trinh ty ma dugc anh xa dén nhidm séc thé 21
cta b gen tham chiéu.

9

Thuat ngit "ty 1€ mat do thé trinh ty" ¢ day chi ty 1€ gitta s6 lwong thé trinh tuw ma duoc
4anh xa dén nhiém sic thé ctia bo gen tham chiéu, vi du, nhiém sdc thd 21, dén chiéu dai cua

nhiém sdc thé ctia bd gen tham chiéu.
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Thuat ngit "dinh lugng trinh tu" ¢ ddy chi tham s6 ma c6 lién quan dén sb lugng the
trinh tu hodc mot tham s6 khac duoc xac dinh d61 v6i trinh ty quan tim va s6 luong thé trinh
tu hodc tham sb khac duoc xac dinh dbi véi trinh ty chudn héa. Trong mot s6 trudong hop,
dinh lugng trinh tw 1a ty 18 gifta do che phi cua thé trinh ty hodc tham sb khac ddi véi trinh
tr quan tdm véi do che phu cua thé trinh tu hodc tham s6 khac ddi véi trinh tu chuan hoa.
Trong mét sd trudong hop, dinh lugng trinh ty chi tham s6 ¢6 lién quan dén mat do thé trinh
tur cua trinh tu quan tAm vGi mat do thé trinh tw cua trinh tu chuén héa. "Pinh luong trinh tu
thit nghiém" 1a tham s6 ma c6 lién quan dén mét d¢ thé trinh ty hodc tham s6 khac cua trinh
tw quan tam, vi dy, nhidm séc thé 21, ma trinh tw chuén héa, vi dy, nhiém sic thé 9, duoc xac
dinh trong mau thir nghiém. Tuong ty, "dinh luong trinh tw dinh tinh" 1a tham $6 ma c6 lién
quan dén mat d6 theé trinh tr hodc tham $6 khac ctia trinh ty quan tAm ma trinh tu chuén hoa

duge xac dinh trong mau dat yéu cau.

Thuét ngit "do che phu" chi do nhiéu cta thé trinh ty dugc 4nh xa dén mot trinh tu xéc
dinh dugc. DJ che phu ¢ thé duogc chi bao dinh luong béi mat do thé trinh tu (hodc sd lugng
thé trinh tir), ty 16 mat do thé trinh tu, lugng che phu dugc chuén héa, gi tri d6 che phu duogc

diéu chinh, v.v..

Thuat ngtt "luong che phu" chi sy bién ddi cua do che phu thd va thuong biéu thi 6
luong twong d6i cta the trinh tw (ddi khi dugc goi la s6 dém) trong ving ctia bd gen nhu ngan.
Luong che phu c6 thé thu duogc b?ing cach chuan hoéa, diéu chinh va/hoic hidu chinh d6 che
phu thé hodc s6 dém db1 véi ving ctia bd gen. Vi dy, lugng che phi duoc chudn hoa dbi véi
vung co thé thu dugc bfing cach léiy ) lugng thé trinh ty duoc anh xa dén vung nay chia cho
tong s6 luong thé trinh tw duge 4nh xa dén toan bd bd gen. Lugng che phu dugce chuén héa
cho phép so sanh d6 che phu ctia mét bin gifta cac mAu khéc nhau, ¢6 thé ¢6 do sau giai trinh
tu khac nhau. N6 khac véi dinh lugng trinh tu & chd dinh lwong trinh tu thuong thu dugc bf?mg
céch chia cho sb lurong the duogc anh xa dén tap hop con cua toan bd bo gen. Tap hop con la
mét hodc nhiu doan hoic nhiém séc thé chudn héa. Luong che phu, cho du c¢6 duge chuin
héa hay khong, c6 thé duoc hiéu chinh cho sw bién thién bién dang chung tir ving nay dén
vung kia trén bd gen, cac bién thién ty 1€ G-C, khoang 1éch ¢ cac nhiém séc thé khoe manh,

V.V..
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Thuét ngtt "giai trinh tu thé hé méi (Next Generation Sequencing — NGS)" ¢ ddy chi
phirong phap giai trinh tu ma cho phép giai trinh ty s6 luong 16n dong thoi ce phan tir dugc
khuéch dai bang cach tach dong va cac phan tur axit nucleic don. Vi dy khong gidi han vé
NGS bao gdm giai trinh tu bang phwong phap tong hop nho sir dung céc du cubi nhuom

thuan nghich, va giai trinh tu bang cich noi.

Thuét nglt "tham s6" ¢ day chi gia tri s6 ma dinh 18 dic diém dic trung cia hé théng.
Thong thuong, tham sb dinh 6 dic diém béng s6 cho tap hop dit liéu dinh lwong va/hodc mbi
tuong quan s gitra cac tap hop dit liéu dinh luong. Vi dy, ty 1¢ (hodc ham cua ty 1€) gifta sd
Jugng thé trinh tu dugc dnh xa dén nhidm sic thé va chidu dai cua nhidm sic thé ma thé dugc

anh xa dén, la tham so.

Céc thudt ngit "gi4 tri ngudng" va "gié tri ngudng dinh tinh" & ddy chi s6 bat ky duoc
ding lam diém ngét dé dinh 1o dic diém cho mau nhu mAiu thtr nghiém chta axit nucleic tir
sinh vét bi nghi 12 méc tinh trang bénh 1y. Ngudng ¢6 thé duoc so sanh v6i gia tri tham s6 dé
x4c dinh lidu mau dua ra gia tri tham s6 nay c6 d@& xuét rang sinh vat ndy co méc tinh trang
bénh ly hay khong. Theo cac phuong an nhét dinh, gia tri ngudng dinh tinh dugc tinh nho s
dung tip hop dit liéu dinh tinh va diung lam gidi han chan doén bién thé sb luong ban sao, vi
du, thé 1éch bdi, & sinh vat. Néu két qua thu duge tir cac phwong phap duge boe 10 ¢ day vuot
quéa ngudng, ddi tuong co thé duoc chan doén 1a ¢6 bién thé s6 lwong ban sao, vi du, thé ba
nhiém 21. Cac gié tri ngudng thich hop déi v6i phuong phap duge boc 1§ ¢ day co thé duoc
xac dinh béng cach phén tich cac gia tri dugc chudn héa (vi du dinh luong nhi®m sic thé,
NCV hogc NSV) duoc tinh dbi v6i tap hop mau hudn luyén. Gié tri ngudng c6 thé duogc xic
dinh bing cach sir dung mau dat yéu cau (tie 13, khong bi bénh) trong tap huén luyén ma bao
gdm ca cac mau dat yéu cau (tic 13, khong bi bénh) va cac mAu bi bénh. Cac miu trong tap
huén luyén da biét 1a c6 thé 1&ch bdi nhiém shc thé (tie 13, cac mAu bi bénh) c6 thé duge st
dung dé xac nhan réng cac ngudng duge chon c6 tac dung trong viée phén biét cac mau bi
bénh véi cac miu khong bi bénh trong tap hop thir nghiém (xem céc vi du ¢ déy). Viéc lya
chon ngudng phu thudc vao mirc d¢ tin cdy ma nguoi dung mong mudn ¢ dé thuc hién phén
loai. Theo mot sé phuong an, tap hudn luyén dugc ding dé xic dinh gié tri ngudng thich hop

gdm it nhat 10, it nhét 20, it nhét 30, it nhdt 40, it nhit 50, it nhét 60, it nhat 70, it nhét 80, it
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nhat 90, it nhét 100, it nhat 200, it nhat 300, it nht 400, it nhat 500, it nhét 600, it nhét 700,
it nhét 800, it nht 900, it nhit 1000, it nht 2000 , it nhat 3000 , it nhat 4000, hodc nhiéu mau
dat yéu cAu hon. C6 thé 12 ¢6 1oi néu st dung tip hop mau dat yéu cAu 16n hon dé lam ting

tinh hitu dung trong chin do4n cla gi4 tri ngudng.

Thuét ngit "bin" chi mdt doan cta trinh ty hodc mot doan cua bd gen. Theo mét sb
phuong 4n, cac bin tiép giap nhau trong bd gen hodc nhiém sic thé. Mi bin c6 thé x4c dinh
mot trinh tu nucleotit trong bo gen tham chiéu. Kich thuéc cta bin c6 thé 1a 1 kb, 100 kb,
1Mb, v.v., tuy thudc vao phép phan tich duogc yéu cAu boi cac Gng dung cu thé va mat do the
trinh tu. Ngoai cac vi tri ctia n6 trong trinh tu tham chiéu, céc bin ¢6 thé ¢6 cac dic tinh khac

nhu céc dic tinh vé d6 che phu mau va cau tric trinh tu nhu phin doan G-C.

Thuat ngt "ngudng che chin" duoc ding & day chi sb lwong ma gid tri dua vao 50
lwgng thé trinh tu trong bin trinh tu dugce so sanh véi nd, trong do6 bin c6 gia tri vuot qua
ngudng che chan duge che chén. Theo mot sb phwong 4n, ngudng che chén c6 thé 14 bac phan
tram (percentile rank), s6 dém tuyét dbi, diém chét lvong anh xa, hodc cac gia tri thich hop
khac. Theo mét s6 phuong 4n, ngudng che chén co thé dugc x4c dinh 13 bac phan trim cua
hé sb bién dbi gitta nhiéu mau khong bi bénh. Theo cic phwong an khic, ngudng che ¢o thé
duoc xéc dinh la diém chit luong anh xa, vi du, diém MapQ, ma c6 lién quan dén d6 tin cay
cua viée sip thing doc v6i by gen tham chidu. Luu y rang gi4 tri ngudng che khac véi gia tri
ngudng vé bién thé sb luong ban sao (CNV), gia tri ngudng v& bién thé s6 lwong ban sao 1a
diém ngét dé dinh 16 dic tinh mAu chira axit nucleic tir co thé bi nghi méc tinh trang bénh 1y
lién quan dén CNV. Theo mot s6 phuong an, gia tri ngudng CNV dugc x4c dinh lién quan
dén gia tri cua nhiém séc thé duoc chuin héa (NCV) hodc gia tri cua doan duoc chuin hoa

(NSV) dugc md ta ¢ noi khac trong ban md ta.

Thuét ngir "gia tri dugce chuin hoa" ¢ day chi gia tri sé ma ¢6 lién quan dén sb lwong
thé trinh t duoc xéc dinh di v6i trinh tw (vi dy nhidm séc thé hodc doan nhidm sic thé) dich
v6i s6 luong thé trinh tu duge xéac dinh d6i v6i trinh tu chudn héa (vidu nhidm séc thé chuan
héa hodc doan nhidm sic thé chudn hoa). Vi du, "gid tri duoc chuén héa" ¢6 thé 1a dinh luong
nhiém séc thé nhu duge md ta & noi khac trong ban mo ta, hodc né co thé 1a NCV, hodc co

thé 1a NSV nhu duge md ta & noi khac trong ban mo ta.
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Thuét ngft "trinh tu doc" chi trinh ty thu dugc tir mot phé“m ctia mau axit nucleic. Thong
thuong, mac du khong nhét thié(, trinh ty doc biéu thi mot trinh tu ngin gém cac cap bazo
lién tiép trong mAu. Trinh tw doc c6 thé dugce biéu thi bang ky ty bdi trinh t cap bazo (A, T,
C, hoac G) cia mot phﬁn mau. N6 ¢6 thé duoc luu giit trong thiét bi nhé va duoc xir Iy thich
hop dé xac dinh liéu n6 ¢6 ding v6i trinh tu tham chiéu hoidc dap ng cac tiéu chuén khéac.
Trinh tu doc ¢cé thé thu dugc mot cach truc tiép tir thiét bi giai trinh ty hodc gian tiép tir thong
tin trinh tu lién quan dén mAiu. Trong mot sb truong hop, trinh tu doc 1a trinh tw ADN ¢6 chiéu
dai du (vi du, it nhét khoang 25 bp) ma c6 thé duoc str dung dé nhan dang trinh tv hoic ving
16n hon, vi du, ma cé thé duoc sép théng va chi dinh cu thé cho nhidm séc thé hodc ving bod

gen hodc gen.

Thuat ngit "trinh ty doc bd gen" dugc dung khi dé cap dén trinh tu doc thudc doan bét

ky trong toan bd bd gen cua ca thé.

Thuat ngit "thé trinh tu" dugce dung & day thay ddi vé6i thuat ngit "thé trinh ty dugc
anh xa" chi trinh tw doc ma duoc chi dinh cu thé, tic 13, duoe dnh xa, dén trinh ty 16n hon, vi
du, bo gen tham chiéu, béng cach sép théng. Thé trinh tu duoc anh xa duy nhét dén bo gen
tham chiéu, tic 13, chiing dugce gan cho mét vi tri duy nhét dén bd gen tham chiéu. Trir khi ¢6
quy dinh khéc, cac thé ma anh xa dén cung trinh ty trén trinh tu tham chiéu dugc dém mot
1an. Céc thé c6 thé duge tao ra dudi dang cau tric dit lidu hode su lap ghép dit liéu khic. Theo
cac phuong an nhét dinh, thé chira trinh tu doc va thong tin lién quan dén trinh tu doc d6 nhur
vi tri ctia trinh tu trong bd gen, vi du, vi tri trén nhiém séc thé. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
vi tri ndy duoc chi rd cho hudng s¢i duong. The co thé duge xac dinh dé cho phép sb lugng
gi6i han 151 bat cip trong khi sdp thang véi bo gen tham chiéu. Theo mot sé phuong 4n, thé
¢6 thé duoc anh xa dén nhidu hon mot vi trf trén bd gen tham chiéu, tire 13, the ma khong anh

xa duy nhét, c6 thé khong duge bao g0m trong phan tich ndy.

Thuét ngit "thé trinh ty khong du" chi the trinh ty khong énh xa dén cung vi tri, duoc
dém dé x4c dinh gi4 tri nhiém sic thé duoc chudn hoa (NCV) theo mdt sé phwong an. Déi
khi, nhidu trinh ty doc duoc sép thang dén cung céc vi tri trén bd gen tham chiéu, tao ra thé
trinh tu thira hoac 1ap lai. Theo mot sb phuong an, the trinh tu 1dp lai khong 4nh xa dén cung

mdt vi tri dugc bé qua hodc duoc dém 12 mot "thé trinh tu khong du" dé xac dinh NCV. Theo
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mot sé phuong 4n, thé trinh ty khong du duge sép thdng dén céc diém khéng bi loai trir duoc

dém tao ra "sb dém diém khong loai tri" (s dém NES) dé x4c dinh NCV.

Thuét ngit "diém" chi vi trf duy nhit (tirc 13 ID nhiém séc thé, vi trf va huéng nhiém
séc thé) trén bo gen tham chiéu. Theo mot s6 phuong an, diém c6 thé dua ra vi tri cho mot

géc, thé trinh tu, hodc doan trén trinh tu.

"Diém dugc loai trir" 14 cac diém duge tim thay trong cac ving ctia by gen tham chiéu
ma duoc loai trur dbi véi muc dich dém thé trinh tu. Theo mot sb phuong én, cac diém duoc
loai trlr dugc tim thiy trong cic ving cua cac nhidm sic thé ma chira cac trinh tu 13p lai, vi
dy, tAm dong va diém cudi, va cac ving ctia nhidm séc thé ma chung cho nhidu hon mot nhiém

séc thé, vi du, cac ving c6 mit trén nhiém sdc thé Y ma cling c6 mat trén nhiém sac the X.

"Céc diém khong loai tri" (NES) Ia cac diém ma khong bi loai trir trong bd gen tham

chiéu cho muc dich dém thé trinh tu.

"S$ dém diém khong loai trir" (s6 dém NES) 1a s6 lwong thé trinh tw ma dugc anh xa
dén NES trén bo gen tham chiéu. Theo mdt s6 phwong 4n, s6 dém NES 1a s6 lwong thé trinh
tw khéng du duoc dnh xa dén NES. Theo mdt s6 phuong an, d6 che pht va cac tham s6 lién
quan nhu lugng che phu dugc chuin hoa, bién dang chung da loai di lugng che pht, va dinh
lwong nhidm séc thé duoc dya vao sé dém NES. Theo mot vi du, dinh luong nhiém sc thé
duoc tinh 1a ty 18 cua s dém NES d6i v6i nhidm sic thé quan tdm so véi s6 dém ddi véi

nhiém sac thé chuan hoéa.

Gi tri nhidm séc thé duoc chuén héa (NCV) lién két d¢ che phu cia mau thir nghiém
v6i do che phu cia tip hop miu huén luyén/dinh tinh. Theo mot s6 phuong 4n, NCV 1a dya
vao dinh luong nhiém sic thd. Theo mot sb phuong an, NCV lién quan dén su chénh léch
gifta dinh lugng nhiém sic thé ciia nhidm sic thé quan tdm trong miu thtr nghiém va gia tri
trung binh cta dinh lugng nhiém sic thé twong tmg trong tap hop mau dat yéu ciu, va c6 thé

dugc tinh nhu sau:

xij — [
Nevy =
!
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trong do6 {i; va G; lan luot 1a gi4 tri trung binh wdc tinh va do 1éch chudn, dbi véi dinh luong
nhidm sfc thé thi j trong tap hop mAu dat yéu cu, va x;; 12 ty s6 nhidm séc thé thi j quan sat
duoc (dinh lwong) dbi véi mau thtr nghiém i.

Theo mét s6 phuong 4n, NCV ¢ thé duogc tinh "trén chuong trinh chay" bang cach
lién két dinh lwong nhiém sic thé ctia nhi®m sic thé quan tdm trong mau thtr nghiém véi sb
trung binh ciia dinh lwong nhiém séc thé twong tmg trong mau ghép duge giai trinh i trén

cung dong té bao la:

NCVy; = Xij ;jMi

trong do M; la s6 trung binh wéc tinh cho dinh lugng nhiém séc thé tht j trong tip hop mau
ghép duoc giai trinh tu trén cung cuvet dong chdy; 6; 1a do léch chuan d6i véi dinh luong
nhi®m séc thé th j trong mot hodc nhiéu tip hop mau ghép dugc giai trinh tu trén mot hodc
nhiéu cuvet dong chdy, va x;; 1a dinh lugng nhiém sc thé tht j quan sat duge d6i voi mau thi
nghiém i. Theo mgt phwong 4an, mau thtr nghiém i 12 mot trong cac mau ghép duge giai trinh

tu trén cung cuvet dong chay ma tir ddy M; duoc xac dinh.

Vi du, d8i v6i nhibm séc thé quan tAm 21 trong mau thi nghiém A, dugc giai trinh tw
12 mot trong s6 64 mau ghép trén mot cuvet dong chay, NCV d6i v6i nhidm sic thé 21 trong
mAu ther nghiém A duoc tinh 1a dinh lugng ctia nhidm séc thé 21 trong mau A trir di s trung
binh cua dinh lugng dbi v&i nhidm séc thé 21 duoc xac dinh trong 64 mau ghép, chia cho do
léch chuin cta dinh lugng d6i véi nhidm sic thé 21 duogc xac dinh dbi voi 64 mau ghép trén

cuvet dong chay 1, hodc cac cuvet dong chay b sung.

Nhu duoc st dung ¢ day, thudt nglt "dugc sip thang," "su sap thang," hodc "sip thang"
chi qud trinh cén chinh trinh tu doc hodc thé v6i trinh ty tham chiéu va qua d6 xac dinh liéu
trinh tu tham chiéu ¢ chira trinh tu doc hay khong. N &u trinh tu tham chiéu chta trinh tu doc,
trinh tu doc co thé duoc anh xa dén trinh tu tham chiéu hoic, theo cac phuong 4n nhét dinh,
dén vi trf cu thé trong trinh tu tham chiu. Trong mét s6 truong hop, viée sdp thing don gian
cho biét c6 hay khong trinh tu doc 12 mot s6 ctia mot trinh ty tham chiéu cu thé (tc 13, liéu
trinh tu doc nay c6 mit hay khong c6 mat trong trinh tu tham chiéu). Vi du, viéc sép théng

doc vdi trinh tu tham chiéu doi voi nhiém séc thé 13 cta ngudi s& cho bict liéu trinh tu doc
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nay c6 mit trong trinh tur tham chiéu cho nhi®m séc thé 13 hay khéng. Cong cu cung cap thong
tin ndy c6 thé duogc goi 12 bd kiém tra thanh vién cua tdp hop (set membership tester). Trong
mot sb trudng hop, vide sép théng con chi ra vi tri trong trinh ty tham chiéu trong d6 trinh tu
doc hodc thé anh xa dén. Vi du, néu trinh tu tham chiéu 13 trinh tu bd gen hoan chinh cua
nguoi, viéc sap thang co thé chi ra rang trinh tw doc c6 mit trén nhiém séc thé 13, va c6 thé

con chi ra rang trinh tw doc nay 1a trén mot s¢i va/hodc diem cu the cua nhiém sac thé 13.

Céc trinh tu doc hodc thé dugce sép thang 1a mot hoic nhiéu trinh ty duoc x4c dinh la
phit hop vé trinh tu cla cac phén tir axit nucleic cua n6 véi trinh ty da biét tir bd gen tham
chiéu. Viée sép théng 6 thé duge thuc hién bé‘mg tay, mic di n6 thuong dugc thuc hién bang
thuat todn may tinh, bdi vi sé khong thé sép thang cac trinh ty doc trong khoang thoi gian hop
Iy dé thuc hién cac phuong phap duoc boc 1oc & day. Mot vi du vé thuat todn tir viée sap thang
céc trinh tu 1a chwong trinh may tinh sdp thang dit lidu nucleotit ndi ving hi¢u qua (Efficient
Local Alignment of nucleotit Data - ELAND) duoc phan phéi dudi dang mot phén cia duong
tin Illumina Genomics Analysis pipeline. Theo cach khac, bé loc Bloom hoac bd kiém tra
thanh vién cua tap hop tuong tu co thé dugc dung d& sép thing céc trinh tu doc vé1 bo gen
tham chiéu. Xem don sdng ché M§ s6 61/552,374 ndp ngay 27 thang 10 ndm 2011 tai lidu
nay duoc két hop vao ban mo ta bang cach vién dan toan bd. Viéc so khdp trinh tu doc trong

sép thing c6 thé 1a khdp 100% trinh tw hodc it hon 100% (khong khép hoan toan).

Thuat ngft "4nh xa" dugc dung & day chi viéc gan cu thé mot trinh tu doc cho trinh ty

16n hon, vi du, bd gen tham chiéu, b.:?mg cach sép théng.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit "bo gen tham chiéu" hodc "trinh tur tham chiéu"
chi trinh tu b gen da biét cu thé bat ky, di 1a mot phan hay toan bd, ciia sinh vt hogc virut
bat ky ma co thé dugc dung dé tham chiéu cac trinh tu duoc nhan dang tir dbi twong. Vi du,
bd gen tham chiéu dugce dung cho d6i twong 13 nguoi cling nhu nhiéu sinh vat khac duge tim
thay tai trung tdm thong tin cong nghé sinh hoc qudc gia (National Center for Biotechnology
Information) tai dia chi ncbi.nlm.nih.gov. "Bo gen" chi toan bg thong tin di truyén cta sinh

vt hodc virut, dugc bicu hién trong trinh tu axit nucleic.

Theo cac phuong an khac nhau, trinh ty tham chiéu 16n hon dang ké so véi trinh tu

doc ma duoc sép thing véi né. Vi du, c6 thé 12 16n hon it nhit khoang 100 1an, hodc 1én hon
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it nhat khoang 1000 lan, hodc 16n hon it nhit khoang 10.000 1an, hoic 16n hon it nhét khoang

105 14n, hoic 16n hon it nhat khoang 106 1an, hodc 16n hon it nhat khoang 107 lan.

Trong mdt vi du, trinh ty tham chiéu 13 trinh tu cta bd gen ¢ chiéu dai da ctia ngudi.
Céc trinh tu nay co thé dwoc goi 14 c4c trinh ty b gen tham chiéu. Trong mdt vi du khéc, trinh
ty tham chiéu bi giéi han & nhiém séc thé cu thé ciia ngudi nhu nhiém séc thé 13. Theo mdot
s6 phuong 4n, nhidm séc thé Y tham chiéu 12 trinh tw nhidm sic thé Y tir bo gen cua ngudi
phién ban hgl9. Cac trinh ty nay c6 thé dugc goi 14 trinh tr nhiém sic thé tham chiéu. Vi du
khéc vé trinh tu tham chiéu bao gé)m bd gen clia cac loai khéac, cling nhu céc nhiém séc thé,

vung dudi nhiém sdc thé (nhu s¢i), v.v., cia loai bat ky.

Theo c4c phuong an khac nhau, trinh tu tham chiéu 1 trinh ty lién tiép hodc to hop
khéc c6 ngudn gde tir nhidu ca thé. Tuy nhién, trong mot s6 tng dung, trinh ty tham chiéu co

thé duoc lay tir mot ca thé cu thé.

Thuét nglr "trinh tu lién quan v& mit 1am sang" & diy chi trinh ty axit nucleic da biét
hodc nghi 13 di kém hodc c6 lién quan véi trinh trang bénh ly hodc di truyén. Viéc x4c dinh
khong c6 mit hodc c6 mét cua trinh tu lién quan v& mit 1am sang co thé ¢6 tac dung trong
viéc xac dinh viéc chan doan hoic khéng dinh chin doan tinh trang bénh 1y, hodc dua ra tién

lwong vé su tién trién ctia bénh.

Thuét ngft "c6 nguodn goc" duoe dung trong ngft canh v& axit nucleic hodc hdn hop
cac axit nucleic, & day chi cach thitc ma nho d6 thu duge axit nucleic tir nguodn ma tr 6 chung
b4t ngudn. Vi du, theo mot phuong én, hdn hop céc axit nucleic ma c6 ngudn gbc tir hai bo
gen khac nhau c6 nghia 12 céc axit nucleic nay, vi dy, cfADN, dugc giai phong trong tu nhién
bai cac té bao théng qua cdc qua trinh ¢6 trong tu nhién nhu su chét hoai hodc su chét té bao
theo chuwong trinh. Theo mdt phuong an khac, hon hop axit nucleic ma co ngudn goc tir hai
bd gen khic nhau c¢6 nghia 1 cc axit nucleic nay duge tach chiét tir hai loai té bao khic nhau

tir d6i twong.

Thuat ngtt "dua vao" khi duge dung trong ngit canh vé viée thu duoc gia tri dinh lugng
cu thé, & day chi viéc dung mdt dai lugng khac lam d4u vao dé tinh gia tri dinh lugng cu thé

dudi dang dau ra.
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Thuat ngiy "mau bénh" & day chi mau sinh hoc thu duge tir ngudi bénh, tic 13, nguoi
nhin su quan tdm, chadm séc hodc didu triy t&. MAu bénh c6 thé 13 miu bat ky duoc md ta &
day. Theo cac phuong an nhét dinh, mau bénh thu dugc bang cac quy trinh khong x4m 14n, vi
du, mAu méau ngoai vi hoic mau phan. Cac phuong phap duwoc md ta ¢ déy khong can gi6i
han chi & ngudi. Do d6, cac ing dung thi y khac nhau dwge du tinh trong do truong hop mau
bénh ¢6 thé 13 mau tir dong vat c¢6 vi khong phai nguoi (vi du, meo, lon, ngua, bo va tuong

tu).

Thuét ngtt "mau hdn hop" & ddy chi mau chira hon hop axit nucleic, c6 ngudn goc tir

cac bo gen khéc nhau.

Thudt ngit "mAau tir ngudi me" & déy chi mau sinh hoc thu dugc tir doi tugng mang

thai, vi du, nguoi phu nit.

Thuét ngit "dich sinh hoc" ¢ day chi dich long dugc léy tu nguén sinh hoc va bao gém,
vi du, mau, huyét thanh, huyét twong, dom, dich rira, dich nfo tuy, nude tiéu, tinh dich, md
hoi, nude mit, nude bot, va tuong tw. Nhu duge sir dung ¢ diy, thut ngi "mau," "huyét
twrong" va "huyét thanh" tuyét d6i bao gdbm cac phan doan hodc cac phan di dugc xt ly cua
no. Twong ty, trong do mau duoc léy tir sinh thiét, bang gac, kinh phét, v.v., "miu" tuyét ddi
bao gém phén doan hoic phén da duogc xu ly co ngudn gbc tir sinh thiét, bang gac, kinh phét,

V.V..

Céc thuat ngft "axit nucleic ngudi me" va "axit nucleic bao thai" ¢ day lan luot chi
axit nucleic ctia déi twong nit gidi c6 thai va axit nucleic cua bao thai duge mang boi phu nit
c6 thai nay.

Nhu duge stt dung & day, thuat ngit "twong tng voi" doi khi chi trinh tw axit nucleic,
vi du, gen hodc nhiém séc thé, c6 mit trong bo gen cua cac ddi tegng khac nhau, va khong
nhét thiét phai c6 cing trinh ty trong tAt ca bd gen, nhung ding dé dua ra do twong dong chir

khong phai thong tin di truyén cta trinh tu quan tdm, vi du, gen hoac nhim sic thé.

Nhu dugc st dung & ddy, thuat nglt "phan doan bao thai" chi phan doan axit nucleic
clia bao thai c6 mit trong mau chira axit nucleic cua bao thai va me. Phan doan bao thai thuong

dugc dung dé dinh 16 dic tinh cia ¢fADN trong mau nguoi me.
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Nhu duge sit dung & ddy thudt ngit "nhiém séc thé" chi vat mang gen mang tinh di
truyén cua t& bao sbéng, co ngudn gbc tir soi nhiém sdc chira cac thanh phan ADN va protein
(dic bigt 1a histon). Hé théng danh sé nhidm sic thé by gen clia nguoi thong thudng duge

thtra nhan quéc té duogc str dung trong ban mo ta.

Nhu dugce stir dung ¢ day, thuat ngiy "chidu dai polynucleotit" chi s6 luong nucleotit
tuyét déi trong trinh tu hodc trong ving ciia bo gen tham chiéu. Thuét ngit "chiéu dai nhiém
séc thd" chi chidu dai d biét ctia nhidm séc thé cho trude theo cip bazo, vi du, duge dua ra
trong t6 hop NCBI36/hgl8 cia nhidm sic thé ngudi dwoc tim thdy tai dia chi
lgenomel.lucscl.ledu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=167155613&chromInfoPage= trén mang toan

3\
A

cau.

Thuét ngft "ddi tugng" & day chi d6i trong nguoi cling nhu d6i tuong khong phai 1a
ngudi nhu dong vét ¢6 va, dong vat khong xuong séng, dong vat c6 xuong séng, nam, vi
khuan va virut. Mic du cac vi du ¢ diy lién quan dén nguoi va ngdn ngit chu yéu huéng dén
mdi quan tdm 14 con ngudi, nhung céc khai nhiém dugc boc 19 ¢ day c6 thé ap dung duge cho
bd gen tir thuc vat hodc dong vat bét ky, va hitu dung trong linh vyc y hoc thi y, khoa hoc

dong vat va cac phong thi nghiém nghién ctru va tuong tu.

Thuét ngit "tinh trang bénh 1y" ¢ day chi "tinh trang y t€" 12 thuét ngft rong bao gom
tat ca cac bénh va 161 loan, ma con ¢ thé bao gém céc ton thuong va cac tinh huéng stc khoe
binh thuong, nhu mang thai, ma cé thé anh hudng dén stic khoe ctia ngudi, c6 loi tir cac trg
gitip y t&, hodc c6 cac lién quan dé didu tri y té.

Thuat ngit "toan phin" khi duge ding trong viéc d& cap dén thé 1éch boi nhiém sic
thé & day chi su ting thém hodc mét hoan toan mot nhidm séc thé.

Thuat nglr "mot phén" khi dugc dung trong viée dé cap dén thé 1éch boi nhiém sac thé
& day chi su tang thém hodc mat mét phén, tirc 12, mot doan cua nhiém sic thé.

Thuat ngir "khim" & day chi bidu thi sw ¢6 mit cua hai quan thé té bao v6i hai kiéu
nhan khéc nhau trong mot ca thé ma dugc phat trién tr mét trang duoc thu tinh duy nhat.
Hién tugng kham c6 thé 1a do dot bién trong qua trinh phat trién ma dugc truyén chi cho nhém

nho té bao truong thanh.
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Thuét ngit "khong kham" & dy chi sinh vat, vi du, bao thai nguoi, duogc cAu thanh

gdm céc té bao cua mot ki€u nhan.

Thuét ngit "dd nhay" nhu dugc st dung & day chi xac suit ma két qua thir nghiém s&
12 duong tinh néu c6 mit tinh trang bénh ly dich. C6 thé dugc tinh 13 s4 lvong duong tinh that

chia cho téng s6 lugng duong tinh thit va am tinh gia.

Thuét ngit "tinh dic hiéu" nhu dugc sir dung & day chi xac suit ma két qua thir nghiém
s& 12 Am tinh néu khong c6 mit tinh trang bénh 1y dich. C6 thé dwge tinh 13 s6 lugng 4m tinh

that chia cho tong s6 lwong am tinh that va dwong tinh gia.

Thuét ngtt "lam gidu" & ddy chi qua trinh khuéch dai axit nucleic dich da hinh c6 chira
trong mot phan ctia mau tir nguoi me, va két hop san pham duoc khuéch dai véi phan con lai
clia mAu tir ngudi me ma tir d6 phan nay dugc lay ra. Vi dy, phan con lai cia mau tur nguoi

me c6 thé 1a mau tir nguoi me ban dau.

Thuét ngtt "mau tir ngudi me ban dau" ¢ day chi mau sinh hoc khong duge lam giau
thu dugc tir dbi twong mang thai, vi dy, ngudi phu ni, ngudi dung 1am nguén ma tir nguoi

nay mot phan duoc ldy ra dé khuéch dai axit nucleic dich da hinh.

"MAu ban diu" ¢6 thé 13 mAu bat ky thu duge tir ddi twgng mang thai, va cic phan
doan d qua xt 1y ctia no, vi du, mAu cfADN tinh ché duge tach chiét tir mau huyét twong cia

nguodi me.

Thuét ngft "doan mdi," nhu dugc st dung & ddy chi oligonucleotit phan 1ap ma c6 thé
hoat dong nhu diém khoi dau qué trinh tdng hop khi dugc dit trong cac didu kién cam tng
cho qué trinh tong hop san pham kéo dai (vi dy, céc diu kién bao gdm nucleotit, tic nhan
cam tmg nhu ADN polymeraza, va nhiét d6 va pH phu hop). Poan mdi tot hon 14 sgi don dé
cho hidu qua khuéch dai ti da , nhung c6 thé theo cach khac 12 soi doi. Néu 1a soi doi, doan
mdi trude tién duge xu 1y dé tach cac soi cta né ra trude khi duge dung dé tao ra san phém
kéo dai. Tét hon, doan mdi 13 oligodeoxyribonucleotit. Doan mdi phai c6 do dai du dé khoi
mao qué trinh téng hop san pham kéo dai khi c6 mit cua tdc nhan cam ung. Chiéu dai chinh
xac cia doan mdi s& phu thudc vao nhiéu yéu t, bao gém nhiét do, nguén cung cép moi, va

st dung phuong phap, va cac tham s6 duge dung dé thiét ké moi.
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Gi6i thidu va bdi canh

CNV trong bd gen cta nguoi c6 anh huéng dang ké dén tinh da dang va bdm chat
bénh tat & nguoi (Redan et al., Nature 23:444-454 , Shaikh et al. Genome Res 19:1682-1690
). Cac bénh nay bao gd6m, nhung khong chi gi6i han & bénh ung thu, bénh lay nhiém va bénh

tw mién, bénh thudc hé thin kinh, bénh vé trao ddi chét va/hodc tim mach, va tuong tu.

CNV da biét 1a gop phan giy ra bénh di truyén théng qua cac co ché khac nhau, dan
dén sy mét can bang vé dinh lugng gen hodc su dut gdy gen trong hau hét cac truong hop.
Ngoai méi twong quan truc tiép ctia chiing v6i céc bénh di truyén, CNV duoc biét 14 trung
gian gay ra cac thay i v& kidu hinh ma c6 thé 1a nguy hai. Gan day, mot s6 nghién ctru da
bio cdo co su tang ganh nang cua CNV hiém gip hoic CNV khéi tao (de novo CNV) trong
céc r6i loan phite tap nhu tw ky, ADHD, va tdm than phan lidt so véi cde ddi ching binh
thudng, 1am ndi bat tinh gay bénh tidm tang cua cdc CNV hiém gip hodc duy nhét (Sebat et
al., 316:445 - 449 ; Walsh et al., Science 320:539- 543 ). CNV xuét hién do sy sip xép lai bd

gen, chi yéu la do cac bién c6 mat doan, 1ip doan, chén doan va chuyén doan mat can bang.

Thiy rang cac doan cfADN tix ngudn gbe bio thai trung binh la ngén hon cic doan tir
ngudn gdc cia me. Thir nghiém khong xam l4n trén phu nit mang thai (Non-invasive prenatal
testing - NIPT) dya trén dit liéu NGS da duoc thyc hi¢n thanh cong. Cac phuong phap hién
tai bao gém giai trinh tu mau tr ngudi me st dung céc trinh tur doc ngén (25bp-36bp), sip
thang v6i bo gen, tinh toan va chuin héa ving che phu dudi nhidm sic thé, va cudi cing danh
gia su bicu hién qua muc cua cdc nhi®m séc thé quan tdm (13/18/21/X/Y) so v&i vung che
phu duogc chuin héa du tinh di kém véi bd. gen ludng bdi binh thuong. Do do, thir nghiém va
phan tich NIPT truyén thong dua vao s6 luong hodc d che phu dé danh gia su c6 thé ding
ciia thé 1éch bi clia bao thai.

Do cac mau huyét trong clia ngudi me c6 mit hdn hop cfADN cua ngudi me va bao
thai, su thanh cong cua phuong phép NIPT bét ky dua ra phu thudc vao do nhay cia no dé
phat hién su thay ddi vé sb luong ban sao trong cac mAu phan doan bao thai nho. D& véi cac
phuong phap dua vao viéc dém, do nhay cua ching dugc xac dinh bé’mg cach (a) do sau giai
trinh tu va (b) kha ning chuan hoéa dir liéu dé 1am giam sai léch do k¥ thut. Ban mo ta nay

d@ xuit phuwong phap phan tich d6i véi NIPT va cée tng dung khac bang cach riit ra cac thong
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tin vé kich thude doan tir, vi du, cac trinh tu doc dAu bt cdp, va str dung thong tin nay trong
dudong dan phan tich. D9 nhay phan tich duge cai thién dwa ra kha ning Gng dung phuong
phap NIPT & d6 che pht gidm (vi du, d9 sdu giai trinh tur gidm) cho phép viée sur dung k¥

thuat nay dé xét nghiém cho cac phu nt mang thai c6 nguy co trung binh véi chi phi thap hon.

Phuong phép, thiét bi va hé théng dugc boc 16 & ddy dé x4c dinh s6 luong ban sao va
bién thé sb luong ban sao (CNV) clia céc trinh tir quan tAm khéc nhau trong mau thtr nghiém
chira hdon hop axit nucleic ¢6 nguén géc tir hai hodc nhiéu bd gen khac nhau, va da biét hodc
nghi ngd khac vé s6 luong ctia mot hogc nhidu trinh tw quan tim. Bién thé s6 lugng ban sao
duoc xac dinh bang phwong phép va thiét bi dugc bdc 16 & diy bao gom ting thém hoc mat
di toan bd nhidm sic thé, cac thay ddi bao gdm cac doan nhiém sc thé rat 16n ma c6 thé nhin
duoc b@'mg kinh hién vi, va su du thira bién thé sb lrong ban sao dudi kinh hién vi cua céc

doan ADN c¢6 kich thude khoang tir mdt nucleotit dén kilo bazo (kb), dén mega bazo (Mb).

Theo mét s phuong an, sang ché d& xuét cdc phuong phap xac dinh bién thé s6 luong
ban sao (CNV) ciia bao thai nho st dung céac mau tir ngudi me chira ADN ngoai té bao cua
nguodi me va bao thai. Mot sb phuong phap thuc hién st dung chiéu dai doan (hodc kich thudc
doan) ctia cfADN dé cai thién d nhay va tinh dic hiéu dé phat hién thé 1éch boi ¢ bao thai tir
cfADN trong huyét twong cua nguodi me. Mot s6 phuong an dugc thuc hién voi viée tao thu
vién khong dung PCR cung véi giai trinh tw ADN dAu bit cip. Theo mot sé phuong 4n, ca
kich thudc doan va do che pht duoc ding dé ting cudong su phét hién thé 1éch bdi ¢ bao thai.
Theo mot s6 phuong 4n, phuong phép bao gdm két hop viée dém doc lap cac doan ngén hon

vdi phan doan lién quan cua cac doan ngan hon trong cic bin trong bo gen.

Moét s6 phwong an duge boc 16 & day d& xuét cac phuong phap dé cai thién do nhay
va/hodc do dac hiéu cha phan tich dir lidu trinh ty bé'lng cach loai bé do 1énh ham Iuwong GC
trong mau. Theo mot s6 phuong 4n, viéc loai bo @0 1éch ham luong GC trong mau la dua vao
dir liéu trinh tu dugce hiéu chinh cho bién thién hé théng thuong thay trong cdc mau huén

luyén khéng bi bénh.

Mot sé phuong 4n duge boc 16 dé xuét phuong phap thu duge cic tham s6 ¢6 tin hiéu
cao dé gy nhiéu ty 1é tir cac doan axit nucleic ngoai t& bao, dé x4c dinh cac tinh trang bénh

Iy di truyén khac nhau lién quan dén s lwong ban sao va CNV, vé6i d nhay, tinh chon loc,
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va/hodc tinh hidu qua dugc cai thién so véi cac phuong phap théng thuong. Cac tham s6 bao
g61n, nhung khéng chi gidi han ¢, d6 che phu, do che phu duoc gan trong s6 kich thude doan,
phan doan ho#c ty 1€ cta cdc doan trong khodng x4c dinh, mirc d6 metyl hoa cta cac doan,
théng ké t thu dugc tir @6 che phu, udc tinh ty 16 ADN bao thai thu dugc tir thong tin vé do
che pht, v.v.. Quy trinh dugc mé ta dd dugc phét hién la ddc biét c6 hiéu qua & chd cai thién
tin hiéu trong mau c6 phan doan ADN tuwong débi thép tir b gen xem x¢ét (vi du, bd gen cua
bao thai). Vi du vé mau ndy 1a miu méu cta ngudi me tir mot nguoi mang thai sinh déi, sinh
ba, v.v., trong d6 qua trinh nay danh gia bién thé sb lugng ban sao trong bd gen cia mot trong

s0 bao thai.

Theo mot sb phuong an, co thé dat dugc do nhay va do dic hiéu phan tich cao véi vige
tao thu vién don gian nho st dung dAu vao cfADN rat thp ma khong can khuéch dai bang
PCR. Phuong phép khong dung PCR don gidn hoa tién trinh cong viéc, cai thién thoi gian
quay vong va loai bé dugc céc sai sb hé théng vén c6 khi ding phuong phap PCR. Theo mot
s6 phuong 4n, viéc phat hién thé 1éch bdi cua bao thai tir huyét twong ctia ngudi me co thé
dwoc thue hién chic chan va hiu qua hon cac phuong phap thong thuong, can it doan cfFADN
khéc la hon. Két hop lai, dat dugc dd nhay va do dac hi¢u phan tich duoc cai thién véi thot
gian quay vong rat nhanh véi s lugng doan ¢TADN thép hon dang ké. Didu nay cho phép xét
nghiém NIPT dugc thyc hién véi chi phi thép hon dang ké, tao thuan loi cho viéc ap dung

trong quéan thé san khoa néi chung.

Trong cac cach thuc hiéﬁ khéac nhau, viéc tao thu vién khong dung PCR 1a ¢6 thé bang
phuong phap duoc boc 1. Mot 56 cac thuc hién loai bo sai s6 hé théng vén ¢ cia phuong
phap PCR, 1am gidm d6 phtc tap ctia thir nghi¢m, gidm dg séu giai trinh tu yéu ciu (thap hon
2,5 14n), tao ra thoi gian quay vong nhanh hon, vi dy, quay vong trong mot ngay, cho phép do
phan doan bao thai (FF) trong khi xt 1y, tao thuén l¢i cho sy phan biét gitta cFADN ciia nguoi

me va ciia bao thai/nhau thai nho st dung thong tin kich thude doan.

Danh gid CNV

Phiwrong phdp xdc dinh CNV

Bang cach sir dung gi4 tri do che pht trinh tu, cac tham s6 kich thudc doan, va/hodc

muc d6 metyl hoa duge dua ra boi cac phuong phap dugc boc 10 ¢ day, nguoi co hiéu biét
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trung binh trong linh vuc co thé x4ac dinh cic tinh trang bénh 1y di truyén khac nhau c6 lién
quan dén s6 lwong ban sao va CNV cua trinh tu, céc nhiém séc thé, hoic doan nhiém sic thé
c¢6 d6 nhay, tinh chon loc va/hodc tinh hiu qua dwge cai thién so voi st dung gia tri do che
phu trinh ty thu duoc bing cac phuong phap thong thuong. Vi dy, theo mot sd phuong 4n,
trinh tu tham chiéu bi che chin dugc dung dé x4c dinh su c6 mit hodc khong c¢6 mit cua hai
hodc nhiéu thé 1éch boi nhiém sic thé toan phén & bao thai bt ky trong mau thit nghiém ti
ngudi me chira cac phan tir axit nucleic clia bao thai va nguoi me. Cac phwong phap vi du
duoc dua ra dudi day sép théng cac trinh tu doc vdi céc trinh tu tham Chiéu_ (bao gém bd gen
tham chiéu). Viéc sép théng duoc thuc hién trén céac trinh tu tham chiéu khong b1 che chén
hoac bi che chéin, nhd d6 tao ra cac thé trinh ty dugc anh xa dén trinh tu tham chiéu. Theo
mot s6 phuong an, chi cac thé trinh tu nam trén cac doan khong bi che chén cua trinh ty tham

chiéu duoc dém dé xac dinh bién theé so lugng ban sao.

Theo mdt sb phuong an, viéc danh gia mau axit nucleic v& CNV bao gém viéc dinh
rd dic tinh tinh trang cua thé 1éch boi nhiém séc thé hodc doan béng mot trong ba kiéu x4c
dinh: "binh thuong" hodc "khong bi bénh," "bi bénh," va "khong xac dinh." Ngudng dé xac
dinh binh thuong va bi bénh la tap hop didn hinh. Tham sd lién quan dén thé 1éch bdi hodc
bién thé s6 lwong ban sao khac duge do trong mau va gia tri do dugc duge so sanh v6i ngudng.
Déi véi thé 1ach boi dang 1ap, viée xac dinh 1a bi bénh néu dinh lwgng nhidm séc thé hodic
doan (hodc lwgng trinh ty ¢6 gia tri do duoc khac) cao hon tap hop ngudng xac dinh d6i voi
céc mAu bi bénh. Péi véi cac thé 1éch boi nay, viée xac dinh 12 binh thuong néu dinh lrong
nhidm séc thé hodc doan thAp hon tap hop ngudng déi v6i cac mAu binh thudng. Nguoc lai,
d6i v6i céc thé 1éch boi dang mAt, viée xac dinh 1 bi bénh néu dinh lugng nhidm sic thé hogc
doan thap hon ngudng xac dinh dbi v6i cac miu bi bénh, va viée x4c dinh 12 binh thuong néu
dinh Iwong nhiém séc thé hodc doan cao hon tap hop ngudng d6i v6i cac mau binh thuong.
Vi du, khi c6 mét cua thé ba nhiém, x4c dinh 13 "binh thudng" bé’mg gia tri cia tham $b, \)i du,
dinh lvong nhidm sic thé xét nghiém ma thip hon ngudng tin cdy dugce xac dinh boi nguoi
dung, va xac dinh 1a "bi bénh" béng tham sd, vi du, dinh luong nhiém sic thé xét nghiém, ma
cao hon ngudng tin cdy dugc xac dinh boi nguoi dung. Xac dinh két qua 1 "khong x4c dinh"

bang tham s6, vi du, dinh lugng nhiém sac thé xét nghiém ma nam gitra cic ngudng de xac
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dinh 12 "binh thuong" ho#ic "bi bénh". Thuat nglt "khdng xéac dinh" dugc dung thay ddi vé6i

"khong xép loai".

Cac tham s6 ma c6 thé dugc ding dé xac dinh CNV bao gdm, nhung khong chi gidi
han &, dd che phu, do che phu chéch/duoc gan trong s6 boi kich thude doan, phﬁn hoac ty 1€
ctia céc doan trong khoang kich thudce xac dinh, va mirc do metyl hoa cia cac doan. Nhur dugce
ban luan ¢ diy, dd che phu thu duoc tir viéc dém céc trinh tu doc duoc sép théng vl mot
vung cua bg gen tham chiéu va tuy y duoc chuin héa dé tao ra s6 dém thé trinh tw. Theo mot

s6 phuong an, s6 dém thé trinh tu c6 thé dugc gan trong sb boi kich thude doan.

Theo mot sb phuong 4n, tham s6 kich thuéc doan bi chéch theo dic trung kich thuéde
doan cua mot trong cac bd gen. Tham s6 kich thugc doan 1a tham s6 ma c6 lién quan dén kich
thude cua doan. Tham s6 ma dugce 1am léch theo kich thudc doan néu: 1) tham sb nay dugc
gan trong s6 thuan ddi véi kich thuée, vi du, tong s6 duoc gan trong sb ¢6 strc ning hon db6i
v6i kich thude nay so véi cac kich thude khéc; hodc 2) tham s6 nay thu dugc tir gia tri ma
duge gan trong s6 thuan dbi voi kich thue doan nay, vi du, ty s6 thu dugc tir tong s6 duoc
gén trong s ¢6 strc ning hon ddi véi kich thude nay. Kich thude 1a mdt dic trung cua b gen
khi bd gen ¢6 ndng do axit nucleic ¢6 kich thude nay duge lam giau hodc cao hon so v6i bo

gen khac hodc phan khac cua cling mot bo gen.

Theo mét sé phuong 4n, phuong phap xac dinh su ¢6 mit hogc khong c6 mat cua thé
1&ch boi nhiém sic thé toan phén bét ky ctia bao thai trong mau thir nghiém ctia ngudi me bao
gbm (a) thu nhan thong tin trinh tu v& axit nucleic cua bao thai va ngudi me trong mau thir
nghiém cta ngudi me; (b) st dung théng tin trinh tw nay va phuong phap duoc boc 1 trén
day dé x4c dinh s6 luwong thé trinh tu, lugng che phu trinh ty, tham s6 kich thude doan, hoic
tham sb khac ddi v6i mdi trong s6 cac nhim séc thé quan tam dugc chon fur cic nhiém séc
thé 1-22, X va Y va dé xac dinh sb lugng thé trinh tu hodc tham sb khac ddi véi mot hodc
nhidu trinh tu nhiém sic thé chuin hoa; (c) str dung s6 lwong thé trinh tu hodc tham s6 khac
xé4c dinh dugc dbi vi mbi trong s cac nhiém sic thé quan tAm va s6 luong thé trinh tr hodic
tham s6 khac xac dinh duoc ddi v6i mbi trong s6 cac nhidm sic thé chudn hoa dé tinh moi
dinh luong nhim sic thé déi véi mdi trong s6 céc nhidm séc thé quan tdm; va (d) so sanh méi

dinh lwong nhiém sic thé nay vdi gia tri ngudng, va qua d6 xac dinh sy c6 mét hodc khong
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c6 mit cta thé 16ch bdi nhiém sac thé toan phan bat ky ctia bao thai trong mau thir nghiém

clia nguol me.

Theo mdt sé phwong an, budce (a) duge md ta trén day co thé bao gdm giai trinh ty it
nhit mot phan ctia phan ti axit nucleic cia mAu thir nghiém dé thu nhan thong tin trinh ty néi
trén vé phan tir axit nucleic cta bao thai va nguodi me trong mau thtr nghiém. Theo mot sb
phuong an, bude (c) bao gdm viée tinh toan mdi dinh lrong nhiém sic thé d6i véi moi trong
s6 cac nhidm sic thé quan tim dudi dang ty 1¢ cla s6 luong thé trinh tw hodc tham s6 khac
xac dinh duoc d61 v6i mdi trong s6 cac nhidm séc thé quan tam va s6 luong thé trinh tu hodc
tham s6 khac x4c dinh dugc déi vdi (c4c) trinh ty nhiém sfc thé chudn hoa. Theo cac phuong
4n khac, dinh luong nhiém séc thé 1a dua vao lugng che phu trinh tu duge xir Iy thu duge tir
s6 luong thé trinh tr ho#c tham s6 khac. Theo mot sd phuong an, chi cac thé trinh tu khong
du, duy nhat duoc dung dé tinh lugng che phu trinh tw dwoc xu ly hodc tham s6 khac. Theo
mot s6 phuong 4n, lugng che pht trinh ty duoc xtr 1y 1a ty 1€ mat do thé trinh tu, 1a 6 luong
thé trinh tu dugce tiéu chuém hoa theo chiéu dai trinh tw. Theo mot 36 phuong an, lwong che
phu trinh tu duoc xu ly hoﬁc tham s6 khac 13 the trinh tu duoc chuén héa hoic tham s6 duoc
chuin hoa khac, 1a s6 lwong thé trinh ty hodc tham b khac cta trinh tu quan tAm chia cho sb
luong the trinh tu hodc tham s6 khac cua tit ca hodc mot phén d:ing ké cta bd gen. Theo mot
s6 phuong an, lugng che pht trinh ty duge xr Iy hogc tham s4 khéc nhu tham sb kich thudce
doan dugc didu chinh theo bién dang chung cta trinh tw quan tam. Theo mot sb phuong an,
hxong‘chga pht trinh tuy duge xt Iy hodc tham s6 khac duge didu chinh theo mbi tuong quan
trong pham vi mau giita ham lugng GC va dg che phu trinh tu dbi véi mau duoc xét nghiém.
Theo mét s6 phuong 4n, lugng che phi trinh tu duge xir ly hodc tham s6 khéc 12 két qua cta
su két hop céc qué trinh ndy, s& duoc md ta k§ hon 6 noi khac trong ban mo ta.

Theo mot s6 phuong an, dinh luong nhiém sic thé duoc tinh 14 ty 18 cua d6 che phu
trinh tu duge xur 1y hodc tham s6 khac d6i v&i mdi trong s6 cac nhidém sdc thé quan tim va do
che phu trinh tir dugce xtr ly hodc tham s6 khac dbi véi (c4c) trinh ty nhiém sc thé chudn héa.

Theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, thé 18ch boi nhidm sic thé
toan phan dugc chon tir thé ba nhi®m séc thé toan phén, thé don nhiém séc thé toan phan va

thé da boi nhidm sic thé toan phan. Thé 1éch boi nhidm sic thé toan phan duge chon tir thé
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1éch bi toan phin ctia mot nhidm séc thé bt k¥ trong sé cac nhiém sac thé 1-22, X, va Y. Vi
du, céc thé 1éch bdi nhiém sic thé toan phﬁn khac nhau cta bao thai noi trén dugc chon tu thé
ba nhidm 2, thé ba nhi2m 8, thé ba nhiém 9, thé ba nhiém 20, thé ba nhiém 21, thé ba nhiém
13, thé ba nhidm 16, thé ba nhidm 18, thé ba nhidm 22, , 47,XXX, 47,XYY, va thé don nhiém
X.

Theo phuong 4n bat ky trong so cac phuong 4n néu trén, cdc buée (a)-(d) dugce lap lai
dbi véi mau thtr nghiém tir cac doi trgng ngudi me khac nhau, va phwong phap bao gdm viée
x4c dinh su c6 mit hoic khong c6 mit cua hai hodc nhiéu thé Iéch bodi nhiém sdc thé toan

phan khac nhau cua bao thai bat ky trong mdi miu thir nghiém.

Theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, phuong phéap co thé con bao
gém viéc tinh gia tri nhiém séc thé dugc chuin hoa (NCV), trong d6 NCV lién két dinh luong
nhidm sic thé voi gia tri trung binh cta dinh lugng nhi®m sic thé twong tmg trong tap hop

mau dat yéu cau la:

x..— 2
NCVil'z Y /

=

j
trong do6 f; va &; 1an lwot 1 gia tri trung binh udce tinh va do léch chudn, dbi v6i dinh lwong
nhidm séc thé tht j trong tip hop mAu dat yéu cAu, va x;; 14 dinh Iwong nhiém séc thé thi j
quan sat duoc ddi v6i mau thir nghiém i.

Theo mdt sé phwong an, NCV ¢6 thé dugc tinh "trén chuong trinh chay" bing cach
lién két dinh lugng nhifm sic thé cia nhiém sfc thé quan tAm trong miu thir nghiém véi 56
trung binh cta dinh luong nhiém séc thé twong Gng trong miu ghép duge giai trinh ty trén
cling dong té bao la:

X — M;
NCVy; = =—2

A~

9j
trong do M; la sé trung binh uée tinh cho dinh#rgng nhiém séc thé tha j trong tdp hop mau
ghép duoc giai trinh ty trén cung cuvet dong chay; 6;1a do léch chuin dbi vé6i dinh luong
nhiém sic thé thtt j trong mdt hodc nhidu tip hop miu ghép duge giai trinh tw trén mot hodc
nhiéu cuvet dong chay, va x; 1a dinh lugng nhiém séc thé tht j quan sat dugc dbi v6i mau thir

nghiém 1.
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Theo mot phuong 4n, mau thir nghiém i 12 mot trong cac mau ghép duge giai trinh ty

rén cling cuvet dong chay ma tir ddy M; duge xéac dinh.

Theo mdt s6 phuong an, sang ché dé xuit phuong phép xac dinh sy 6 mat hodc khong
6 mit ca céc thé 1éch bdi nhidm sic thé mot phan khac nhau cta bao thai trong mau thir
nghiém cta ngudi me chira axit nucleic cua bao thai va ngudi me. Phuong phép nay bao gdm
cic quy trinh twong ty nhu phuong phap d& phat hién thé léch bdi toan phan nhu néu trén.
Tuy nhién, thay vi phan tich toan bd nhi®m sic thé, thi chi phan tich mdt doan cua nhiém sic

thé. Xem don sang ché Mg s6 2013/0029852, dugc két hop bang cach vién dan.

Fig.] thé hién phuwong phap x4c dinh su c6 mit cla bién thé sb lugng ban sao theo mot
s6 phuong an. Qua trinh 100 duoc thé hién trén Fig.1 st dung d0 che phu cua thé trinh ty dua
trén s6 lwong thé trinh tu (tc 13, s6 dém the trinh tur) dé xac dinh CNV. Tuy nhién, tuong tu
nhu phén mo 1a trén day dbi vai viée tinh NCV, céc bién s hodc tham sd khéac, nhu kich
thudce, ty 1€ kich thudce, va mire d6 metyl hoa, ¢6 thé dugce dung thay cho do che phi. Theo
mot s6 cach thue hién, hai hodc hodc nhidu bién sb dugc két hop dé xac dinh CNV. Hon nita,
do che phu va cac tham s6 khéc c6 thé duoc gan trong b dua vao kich cua cic doan ma tir d6
cac thé dugce rut ra. P& d& hiéu, chi do che phu duge dé cap trong quy trinh 100 dugc minh
hoa trén Fig.1, nhung can luu ¥ rang cac tham s6 khéac, nhu kich thude, ty 1€ kich thude, va
muc do metyl hoa, tdng sb duoc gan trong s6 theo kich thude, v.v. ¢ thé duoc dung thay cho

do che phu.

Trong cic qua trinh thao tac 130 va 135, do che phu ctia thé trinh tu dinh tinh (hodc
tri $6 cua tham s6 khac) va do che phii cua thé trinh tu thir nghiém (hodc gia tri cua tham s6
khac) duge xac dinh. Ban mo6 ta nay d& xuét cac quy trinh xac dinh lugng che phi ma dua dén
do nhay va tinh chon loc dwgc cai thién so v6i cac phuong phap thong thudng. Qua trinh thao
tac 130 va 135 duoc danh dau bang ddu sao va duoc 1am ndi bat bang cac hop dudng nét dam
dé chi 16 céc thao tac nay gép phan lam cai thién cac giai phap k¥ thudt trude d6. Theo mot
s6 phuong an, lwgng che phu cua thé trinh tyr duoc chuin hoéa, didu chinh, sip xép, va dugc
xtt Iy theo cach khac dé cai thién do nhay va tinh chon loc ctia phén tich. Cac qua trinh nay

duge md ta chi tiet hon ¢ noi khéc trong ban md ta.
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Tir goc d6 khai quat, phuong phép thue hién viée sit dyng cdc trinh ty chuén hoa clia
mau huén luyén dinh tinh trong viéc xac dinh CNV cua mau thir nghiém. Theo mot s6 phuong
4n, mau hudn luyén dinh tinh khong bi bénh va c6 ) lwgng ban sao binh thuong. Céc trinh tur
chudn héa dua dén co ché dé chuin hoa cac phép do ddi véi céc do bién ddi trong va gita cac
1an chay. Céc trinh tur chuin hoa duogc xac dinh nhd st dung thong tin trinh tw tir tdp hop mau
dat yéu ciu thu duoc tir dbi trong da biét 12 chira t& bao ¢ sb luong ban sao binh thudng dbi
v6i trinh ty quan tdm bét ky, vi du, nhidm sic thé hodc doan ciia né xac dinh céc trinh tu
chuén héa duge néu trong cac bude 110, 120, 130, 145 va 146 ciia phuong an theo phuong
phap dugc md ta trén Fig.'l. Theo mdt sb phuong an, céc trinh tu chuin héa dugc dung dé
tinh dinh lugng trinh tu d8i véi cAc trinh tu thir nghiém. Xem buée 150. Theo mot s0 phuong
an, cac trinh tu chuén héa con duogc dung dé tinh ngudng ma dinh lugng trinh tu cua trinh tu
quan tam dugc so sinh v&i ngudng nay. Xem bude 150. Thong tin trinh tur thu dugc tur trinh
tu chuédn hoa va trinh tu thl"l nghiém dugce dung dé x4c dinh nhan dang c6 y nghia théng ké

ciia thé 1éch bdi nhim sic thé trong mau thir nghiém (bude 160).

1 Tr¢ lai cac chi tiét cia phuong phap xac dinh sy c¢6 mit ctia bién thé sé lugng ban
sao theo mot s6 phuong an, Fig.1 dua ra luu dd 100 ctia mot phwong an dé x4c dinh CNV ctia
trinh tw quan tam, vi du, nhiém séc thé hodc doan cuia n6 trong mau sinh hoc. Theo mot )
phuong an, mau sinh hoc thu dugc tir d6i tuong va chtra hon hop axit nucleic duge dong gop
tr cac bo gen khac nhau. Cac bd gen khac nhau nay ¢ thé dugc dong gop vao mau boi hai ca
thé, vi du, cac bd gen khic nhau dugc déng gop boi bao thai va nguoi me mang bao thai nay.
Ngodi ra, céc bd gen khéc nhau nay c6 thé duoc dong gép vao mau boi ba hogc nhiéu hon ba
ca thé, vi du, cac bd gen khac nhau dugce dong gbp boi hai hodc nhiéu hon hai bao thai va
ngudi me mang cc bao thai nay. Theo cach khac, cac bo gen duge dong gbp vao mau boi té
bao ung thé léch béi va t& bao thé boi chinh binh thudng tir cing mot d6i twong, vi du, mau
huyét tuong ctia ngudi bénh ung thu.

Ngoai viéc phan tich mau thir nghiém ctia ngudi bénh, mét hoge nhidu nhidm sic thé
chuan hoa hoic mot hodc nhidu doan nhiém séc thé chudn héa duge chon cho mdi nhiém sac
thé quan tam co thé. C4c nhiém sic thé hodc doan chuin héa dugc nhan dang khong déng

thoi tir viée xét nghiém binh thudng cac mAu bénh, c6 thé xay ra trong thuc hanh 14m sang.
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Né6i cach khac, cac nhidm séc thé hodc doan chuén héa duge nhan dang trude khi xét nghiém
cdc mAu bénh. Mi quan hé gitta cac nhidm séc thé hodc doan chuan héa va cac nhiém séc thé
hoic doan dich duge lwu giit dé st dung trong qua trinh xét nghiém. Nhur duge gidi thich dudi
day, méi quan hé ndy duge duy tri dién hinh trong cac khoang thoi gian trai qua xét nghiém
nhidu mAu. Phin ban lusn sau day lién quan dén cac phuong 4n d8 chon lwa cac nhidm sic thé

hodc doan nhiém sic thé chuan héa cho céc nhiém sac thé hogc doan dich cua ca theé.

Tap hop céc mau dat yéu cAu thu duoc dé nhin dang céc trinh ty chuin héa dinh tinh
va dua ra gia tri phuong sai dé st dung trong viéc xé4c dinh nhén dang c6 y nghia théng ké
CNV trong mau thir nghiém. Trong buée 110, nhidu mAu sinh hoc dinh tinh thu duge tir nhiéu
d6i tuong da biét 13 chira t& bao ¢6 sb luong ban sao binh thuong d6i voi mot trinh tu quan
tam bat ky. Theo m¢t phuong an, mau dat yéu cau thu dugc tir nhitng ngudi me mang thai ma
dd duogc xac nhan nho st dung cac phuong phép di truyén t& bao 14 c6 s6 luong ban sao binh
thuong cta cac nhiém séc thé. Mau sinh hoc dinh tinh ¢6 thé 1a dich sinh hoc, vi du, huyét
tuong, hodc mau thich hop bat ky nhu dugc md ta dudi day. Theo mot $6 phuong an, mau dat
yéu cau chira hdn hop cic phan ti axit nucleic, vi du, cdc phan tr cEADN. T heo mét s6 phuong
an, mAu dat yéu cAu la mAu huyét tuong clia ngudi me chira hdn hop céc phan tir cFAADN
clia ngudi me va bao thai. Thong tin trinh tu d8 chuén hoa cac nhiém sic thé vi/hodc cac doan
ctia né thu duge bang cach giai trinh tu it nhat mét phén cta axit nucleic, vi du, axit nucleic
ctia bao thai va ngudi me, stt dung phuong phéap giai trinh tu bét ky da biét. Tt hon 13, phwong
phap bt ky trong s6 cac phuong phap giai trinh tw thé hé méi (NGS) duge mb ta & noi khac
trong ban mo ta dugc dung dé giai trinh tu axit nucleic cua bao thai va nguoi me dudi dang
mot phan t hodc cac phan tur dugc khuéch dai bang cach nhan dong. Theo cic phuong én
khac nhau, mAu dat yéu cau dugc xtr Iy nhu duge boc 16 dudi day trude va trong qua trinh
giai trinh tw. Ching ¢6 thé dugc xir Iy bing céch st dung thiét bi, hé thong, va kit nhu dugc
boe 10 ¢ day.

Trong bugc 120, it nhit mot phan ctia mdi trong 36 tat ca céc axit nucleic dinh tinh
chtra trong mau dat yéu cﬁu dugc giai trinh tu dé tao ra hang triéu trinh tu doc, vi dy, cac trinh
tu doc 36bp, dugc sép thé.ng vGi bo gen tham chiéu, vi du, hg18. Theo mot s6 phuong an, cac

trinh tu doc gém khoang 20bp, khoang 25bp, khoang 30bp, khoang 35bp, khoang 40bp,
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khoang 45bp, khoang 50bp, khoang 55bp, khoang 60bp, khoang 65bp, khoang 70bp, khoang
75bp, khoang 80bp, khoang 85bp, khoang 90bp, khoang 95bp, khoang 100bp, khoang 110bp,
khoang 120bp, khoang 130, khoang 140bp, khoang 150bp, khoang 200bp, khoang 250bp,
khoang 300bp, khoang 350bp, khoang 400bp, khoang 450bp, hodc khoang 500bp. Mong
mudn ring céc tién bo cla cong nghé nay sé cho phép cac trinh tu doc dAu cudi don 16n hon
500bp cho phéo céc trinh tir doc 16n hon khoang 1000bp néu trinh tu doc dau bat cap dugce
tao ra. Theo mot phuong an, cac trinh tu doc dugc anh xa gbm 36bp. Theo mdt phuong &n

khac, cac trinh tu doc dugc anh xa g@)m 25bp.

Cé4c trinh tu doc duoc sép théng vGibg gen tham chiéu, va céc trinh trr doc ma duge
4nh xa duy nhit dén bo gen tham chiéu duoc biét 1a céc thé trinh ty. Céc thé trinh ty ndm
trong doan dugc che chin cta trinh ty tham chiéu duogc che chén khéng duogc dém dé phan

tich CNV.

Theo mdt phuong 4n, it nhét khoang 3 x 10° thé trinh ty dinh tinh, it nhét khoang 5 x
106 thé trinh tu dinh tinh, it nhat khoang 8 x 10 thé trinh ty dinh tinh, it nhat khoang 10 x 10°
thé trinh tu dinh tinh, it nhat khoang 15 x 10° thé trinh tw dinh tinh, it nhét khoang 20 x 10°
thé trinh tu dinh tinh, it nhét khoang 30 x 10%hé trinh ty dinh tinh, it nhat khoang 40 x 10° thé
trinh tu dinh tinh, hodc it nhét khoang 50 x 10° thé trinh ty dinh tinh gém cac trinh tu doc 20

dén 40bp thu duge tr cac trinh ty doc ma anh xa duy nhét dén bd gen tham chiéu.

Trong budc 130, tAt ca cac thé thu duoc tir viée giai trinh ty axit nucleic trong céc mau
dat yéu ciu duoc dém dé thu dugce d6 che pht ctia thé trinh ty dinh tinh. Tuong ty, trong thao
tac 135, tat ca cac thé thu dugc tur mau thir nghiém duge dém dé thu dugc do che phu cua theé
trinh tu thir nghiém. Ban mo6 ta nay dé xuét cac quy trinh x4c dinh lugng che phu ma dua dén
d6 nhay va tinh chon loc dugc cai thién so véi cadc phuong phap thong thuong. Qué trinh thao
tac 130 va 135 dugce danh dau bang dau sao va-duge 1am ndi bat bang cac hop duong nét dim
@& chi 15 cac thao tac nay gép phan lam céi thién céc giai phap k¥ thudt trude d6. Theo mot
s6 phuong 4n, lugng che phu cua thé trinh tu dugc chudn héa, didu chinh, sip xép, va dugc
xur 1y theo cach khac dé cai thién d6 nhay va tinh chon loc cta phén tich. Cac qué trinh nay

duoc mo ta chi tiet hon ¢ noi khac trong ban mo ta.
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Do tit ca cac thé trinh tu dinh tinh dugc anh xa va duoc dém trong mdi trong so cac
mau dat yéu cau, do che pht cua thé trinh tir doi véi trinh tyr quan tdm, vi duy, trinh ty lién
quan vé mat lam sang, trong mau dat yéu cau dugc xac dinh, nhu 1a d§ che pht cta the trinh

tu ddi v6i céc trinh ty bo sung ma tir d6 céc trinh ty chuan héa duge nhén dang Ve sau.

Theo mot sd phuong 4n, trinh ty quan tdm 13 nhidm sic thé ma c6 lién quan dén thé
léch boi nhiém séc thé toan phén, vi du, nhiém séc thé 21, va trinh tu chuén héa dinh tinh 1a
mot nhidm séc thé hoan chinh ma khong di kém vai thé 1éch bdi nhiém sfc thé va do bién
thién cia n6 v& do che phi clia the trinh tr gin ding véi do bién thién cia trinh tur (tic 13,
nhidm séc thé) quan tam, vi du, nhidm sfc thé 21. Cac nhiém séc thé chuén hoa dugc chon ¢
thé 12 mot hodc mot nhdm ma gﬁn ding nhét véi do bién thién cua trinh tu quan tdm. Mot
hodc nhiéu nhi®m séc thé bat ky trong s6 cac nhiém sic thé 1-22, X, va Y ¢c6 thé 13 trinh tu
quan tam, va mot hodc nhidu nhidm sic thé ¢6 thé duge nhan dang 1 trinh ty chuin hoéa cho
mdi trong s6 nhiém séc thé bat ky trong céc nhidm séc thé 1-22, X va Y trong mau dat yéu
cAu. Nhidm séc thé chuin hoa c6 thé 1a mot nhiém séc thé hoic n6 co thé 13 mot nhom céc

nhiém sic thé nhu duge mé ta & noi khac trong ban md ta.

Theo mot phwong an khéc, trinh tu quan tdm la mot doan cua nhiém séc thé c6 lién
quan dén thé 1éch bdi mot ph?m, vi du, mét doan hoic chén doan trén nhiém séc thé, hodc su
chuyén doan mét can béng trén nhidm sic thé, va trinh tw chuin héa 1a mot doan nhiém séc
thé (hodc nhém gdm nhidu doan) ma khong di kém véi thé 1éch bdi mot phan va do bién thién
clia né vé do che phu cia thé trinh tu gén ding vé6i do bién thién ctia doan nhiém sic thé c6
lién quan dén thé 1éch boi mot phan. (Cac) doan nhiém sdc thé chudn héa dwgce chon c6 thé 1a
mot hodc nhiéu doan ma g?m ding nht v&i do bién thién cta trinh tw quan tdm. Mot hodc
nhiéu doan bat ky ctia mot hodc nhidu nhiém séc thé bit ky trong s6 cac nhiéu nhidm sic thé

1-22, X, va'Y co thé 12 trinh tu quan tam.

Theo c4c phuong an khéc, trinh tu quan tdm la mot doan cua nhiém sic thé di kém véi
thé 1éch boi nhiém sdc thé va trinh tw chudn hoéa 1a toan bo nhiém séc thé hodc cac nhiém sac
thé. Theo cac phuong &n khéc nita, trinh tur quan tim 1a toan bo nhiém séc thé di kém véi thé
léch boi va trinh tu chuin héa 1a doan hodc céc doan nhiém sic thé ma khong di kém véi thé

1éch boi.
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Liéu mot trinh ty hodc nhém céc trinh ty dwge xdc dinh trong méau dat yéu cau 1 (cac)
trinh tu chuén héa cho mot hoic nhiéu trinh ty quan tam, trinh ty chuén héa dinh tinh c6 thé
dwoc chon dé c6 d bién thién v& d6 che phi ciia thé trinh ty hodc tham s0 kich thude doan
ma gan ding nhit hodc c6 hiéu qua véi do che phu cua thé trinh tu cla trinh tu quan tam nhu
duoc xac dinh trong mau dat yéu cau. Vi du, cac trinh tu chuén héa dinh tinh 13 trinh ty ma
tao ra do bién thién nho nhét trong céac mau dat yéu cau khi duoc dung dé chudn hoa trinh tu
quan tam, tuc 1a, do bién thién cta trinh tu chuin hoéa 1a gﬁn nhét véi do bién thién cua trinh
tu quan tdm dugc xac dinh trong mau dat yéu ciu. Noi cach khac, trinh tw churfm hoa dinh tinh
4 trinh tu duoc chon d& tao ra do bién thién it nhdt vé dinh luong trinh tw (d0i v6i trinh tu
quan tam) giita cac mau dat yéu ciu. Do d6, qua trinh nay chon loc mot trinh tw ma khi duoc
st dung lam nhidm séc thé chuin héa dugc rﬁong mudn 13 tao ra do bién thién nho nhit vé

dinh lugng nhiém sic thé gifta cac 1an chay doi véi trinh ty quan tam.

Trinh tu chuin hoéa duoc nhan dang trong mau dat yéu cdu d6i v6i mot hodc nhiéu
trinh tu quan tam b4t ky van 13 trinh tu chuin héa duogc lra chon dé xac dinh sy c6 mit hodc
khong c6 méat cua thé 1éch boi trong mau thir nghiém qua céc ngay, tuan, thang, va c6 thé 1a
nam, voi diéu kién 1a cac quy trinh can phai tao cac thu vién gidi trinh tu, va giai trinh tu cac
mAu nhét thiét khong duge thay dbi theo thoi gian. Nhu duge md ta trén day, céac trinh tu
chuin héa dé xac dinh sy c6 mit cua thé 1&ch boi duge chon vi (c6 thé 1a trong s6 cac ly do
khac nira) do bién thién vé sb luong thé trinh ty hodc gia tri cia tham s6 kich thude doan ma
dugc anh xa dén né trong s6 cac mau, vi du, cac mau khac nhau, va cac lan chay giai trinh tu,
viduy, cac Jan chay giai trinh tu dién ra trong cing mdt ngay va/hodc cac ngay khéac nhau, ma
gan dung nhat véi do bién thién cua trinh tur quan tAm ma né duoc dung lam tham s6 chuan
hoa. Cac thay d4i quan trong trong cac quy trinh nay s€ anh hudng dén sb luong thé ma duge
4nh xa dén tit ca cac trinh tu, tir d6 s& x4c dinh trinh ty hodc nhom trinh tu nao s& ¢ do bién
thién trong s6 cac mAu trong cing mot lan chay giai trinh tu va/hodc .trong céc lan chay giai
trinh tu khéac nhau, trong ciing mdt ngay hodc trong cac ngay khac nhau ma gln ding nhét v&i
d6 bién thién cta (c4c) trinh ty quan tam, s& doi hoi réng tap hop cac trinh ty chuén hoa cin
dwoc xé4c dinh lai. Cac thay dbi quan trong trong quy trinh bao gbm cac thay d6i vé quy trinh

chuén trong phong thi nghiém duoc sit dung dé tao thu vién giai trinh tu, bao gdm céc thay
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dbi lien quan dén viéc chuin bi mau dé giai trinh tu da hop thay cho giai trinh tir don, va céc

thay déi vé nén giai trinh ty, bao gom cac thay doi vé hoa hoc duge dung trong giai trinh tu.

Theo mét sd phuong an, trinh tu chuin hoa duge chon dé chuan héa trinh ty quan tm
cu thé 1a trinh tw ma phan biét t5t nhat mot hozic nhiéu mau dat yéu cau tir mot hoic nhiéu
mau bi bénh, ngu y rang trinh tu chuAn héa 14 trinh ty ma c6 kha nang phan biét lén rhét, tic
13, kha ndng phéan biét cua trinh tu chuin hoa 13 sa0 cho né dua ra sy phan biét toi wu véi trinh
tw quan tm trong mAu thir nghiém bi bénh dé d& dang phan bigt mau thir nghiém bi bénh véi
cac miu khong bi bénh khéc. Theo cac phuong an khac, trinh tu chuén hoa la trinh tu co6 su

két hop cua d6 bién thién nho nhét va kha nang phan biét 16n nhat.

Mtrc d6 cua kha nang phan biét c6 thé duoc xéac dinh dudi dang do 1éch théng keé giita
cac dinh lugng trinh tu, vi du, dinh lugng nhiém sic thé hodc dinh lwong doan, trong qu?m thé
mau dat yéu cAu va dinh luong nhiém sic thé trong mdt hogic nhiéu mau thir nghiém nhu duge
mo ta dudi day va duoc thé hién trong cac vi du. Vi du, kha nang phén biét co thé dugc biéu
didn bing s6 dudi dang gia tri trong thir nghiém, thé hién do chénh léch théng ke gitra dinh
lwong nhidm sic thé trong tap hop mAu dat yéu cu va dinh lugng nhiém sdc thé trong mot
hodc nhiéu mau thir nghiém. Tuong tw, kha nang phén bigt co thé dya trén dinh luong doan
thay vi dinh luong nhi®m séc thé. Theo cach khac, kha nang phan biét ¢ thé duge biéu dién
bang s6 dudi dang gia tri nhidm sic thé duge chuin héa (Normalized Chromosome Value -
NCV), 12 diém sé z d6i v6i dinh Iwgng nhiém sdc thé mién 1 sy phan bd doi voi NCV 1a binh
thuong. Tuong tu, trong treong hop ma cac doan nhiém séc thé 1a céc trinh tw quan tim, kha
ning phan biét cuia dinh lwgng doan ¢é thé duoc biéu dién b£°1ng s6 dudi dang gia tri doan
dugce chuén hoa (Normalized Segment Value-NSV), 1a diém sb z dbi vé6i dinh lwong doan
nhiém sic thé mién 1a sy phan b6 d6i véi NSV 1a binh fhu&mg. Trong xé4c dinh diém 56 z, d6
léch trung binh va do 16ch chudn cta dinh lvong nhiém sic thé hodc doan trong tip hop mau
dat yéu cAu c6 thé duoc st dung. Theo cach khéac, do 1éch trung binh va dg 1éch chuén cta
dinh lwong nhiém séc thé hoic doan trong tap huén luyén bao gém mau dat yéu ciu va mau
bi bénh ¢6 thé dwge st dung. Theo céc phwong an khac, trinh tyr chuén hoa 1a trinh ty ma c6
d6 bién thién nhé nhét va kha ning phan biét 1on nhat hodic sw két hop t6i wu ciia o bién thién

nhd va kha nang phan biét 16n.
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Phuong phap nhan dang céc trinh tw ma von c6 cac déc tinh twong tu va thién vé cac
bién thién twong tu trong s6 cic mau va chay giai trinh ty, va hitu dung dé€ xac dinh dinh lugng

trinh tu trong mau thir nghiém.

Xdc dinh dinh lvong trinh tw

Theo mot sb phuong an, dinh luong nhidm sic thé hoic doan d6i voi mot hodc nhidu
nhiém séc thé hodc doan dich dugc xac dinh trong tat ca cac mau dat yéu cAu nhu duoc mo ta
trong budc 146 dugce thé hién trén Fig.1, va trinh ty nhiém sic thé hodc doan chuin héa duogc
nhin dang trong budce 145. Mot s6 trinh tu chudn héa duwoc tao ra trude khi dinh Iugng trinh
tu duge tinh toan. Sau d6, mdt hoac nhiéu trinh tu chudn hoa duge nhin dang theo cac tiéu
chuin khéc nhau nhu dugc md ta hon nita duéi diy, xem bude 145. Theo mot s6 phuong an,
vi du, trinh tu chuin héa nhan dang duoc dan dén d6 bién thién nho nhét vé dinh lugng trinh

tu d6i voi trinh twr quan tAm qua tat ca cdc mau dat yéu cau.

Trong budc 146, dwa vao mit do thé dinh tinh tinh dwgc, dinh lwgng trinh tyr dinh tinh,
trc 13, dinh lwong nhiém séc thé hodc dinh lugng doan, d6i v6i trinh tu quan tim dugc xac
dinh 14 ty 1& cta d6 che phu cia thé trinh tu d61 vé6i trinh tw quan tAm va do che phu cta the
trinh tu dinh tinh di véi céc trinh tu bd sung ma tir d6 céc trinh tu chuén héa duoc nhan dang
tiép trong budc 145. Trinh tu chuin héa duge nhan dang duge ding dé nhan dang tiép céc

dinh lwong trinh ty trong mau thir nghiém.

Theo mot phuong an, dinh lugng trinh tu trong mau dat yéu cAu 1a dinh luong nhiém
sdc thé duoc tinh 1a ty 16 cta s6 luong thé trinh tir hodc tham s6 kich thudc doan d6i véi nhiém
sic thé quan tam va s6 lugng thé trinh ty d6i v6i trinh tu nhiém séc thé chuén hoéa trong mau
dat yéu cau. Trinh tur nhidm séc thé chuén hoéa c6 thé 1a mot nhiém séc thé don, nhém cac
nhi®m sic thé, mdt doan ciia mot nhiém séc thé, hoic mot nhém cac doan tir cac nhiém séc
thé khac nhau. Do d6, dinh luong nhiém sic thé dbi voi nhiém sic thé quan tim duge xé4c
dinh trong mau dat yéu ciu la ty 1¢ gitta s6 lwong thé ddi véi nhiém sdc thé quan tAm va 56
lugng thé d6i v6i (i) trinh t nhiém sic thé chuén hoa bao gdm nhidm sic thé don, (ii) trinh
tu nhidm séc thé chudn héa bao gém hai hogc nhidu nhi®m séc thé, (iii) trinh tw doan chuan
héa bao gém mdt doan cua nhiém sdc thé, (iv) trinh tu doan chuin hoa bao gém hai hodc

nhiéu doan tao ra mdt nhiém sac the, hodc (v) trinh ty doan chuan hoéa bao gébm hai hodc nhicu
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doan cua hai hoac nhida nhiém sic thé. Vi du dé x4c dinh dinh luong nhiém sic thé déi véi
nhi®m séc thé quan tAm 21 theo (i)-(v) 12 nhu sau: dinh luong nhidm sic thé d6i véi nhiém
sdc thé quan tAm, vi du, nhidm séc thé 21, duogc x4c dinh 12 ty 1& ctia d§ che phu cta the trinh
fir ciia nhidm séc thé 21 va mot trong céc do che phu ctia the trinh tir sau ddy: (i) mdi trong sb
tAt ca cac nhidm sic thé con lai, tic 13, cac nhiém sic thé 1-20, nhiém séc thé 22, nhiém sic
thé X, va nhiém sic thé Y; (ii) tht ca cac t6 hop co thé c6 clia hai hodc nhidu nhidm sic thé
con lai; (iii) mdt doan cua nhiém séc thé khac, vi du, nhiém séc thé 9; (iv) hai doan cua mot
nhiém séc thé khac, vi du, hai doan ctia nhiém séc thé 9; (v) hai doan cua hai nhi®m sic thé

khac, vi du, mot doan ctia nhiém sac thé 9 va mot doan ciia nhiem sac thé 14.

Theo mdt phwong an khac, dinh luwong trinh tu trong mau dat yéu céu 12 dinh lvong
doan thay vi dinh lugng nhiém sic thé, dinh lwong doan nay dugc tinh dudi dang ty 1€ gifta
s6 luong theé trinh tu d61 véi doan dich, ma khong phai toan b nhidm séc thé, va sb lugng thé
trinh tw ddi véi trinh ty doan chuén hoa trong méiu dat yéu cau. Trinh tu doan chuin héa co
thé 1 trinh tu bét ky trong s6 cac trinh tu nhidm sic thé hoic doan chuin héa duogc ban luan

trén day.

Nhan dién céc trinh tu chuan hda

O bude 145, mot trinh tu chuén hoa dugc nhan dién cho mot trinh ty quan tam. Theo
mot sb phuong an, trinh tu chuin héa 12 trinh tu dua trén cac dinh lugng trinh tw dugc tinh
toan, vi du, ma din dén do bién dbi nho nhit vé dinh lugng trinh tw ddi v6i trinh ty quan tdm
trong so tat ca cac mau huén luyén du tiéu chuan. Phuong phap nhan dién céc trinh tw ma vbn
da 6 cac dic tinh giéng nhau va dé ¢6 cac bién thién twong tu gitta cac mau va céc lan chay

giai trinh tu va 1a hitu ich dé xac dinh dinh lwong trinh tu trong cac mAu thir nghiém.

Trinh tu chudn héa cho mét hoic nhiéu trinh tu quan tAm c6 thé duoc nhan dién trong
tdp mau dat yéu cAu, va céc trinh tu nay c6 thé duoc nhan dién trong cac mau dat yéu cau sau
d6 duoc stir dung dé tinh toan dinh lwong trinh tw cho mdt hodc nhiéu trinh ty quan tim trong
mdi miu trong sd cac mau thir nghiém (bude 150) dé xac dinh su ¢6 mit hodc khong c¢6 mat
ctia thé 1énh boi 1é trong mdi mau trong s6 cac mau thar nghiém. Trinh tu chuan héa duoc
nhan dién cho cac nhiém séc thé hodc cac doan nhiém sac thé quan tam co thé khac nhau khi

céc k¥ thuat gidi trinh tu khéc nhau dugc sir dung va/hodc khi ¢ su khdc nhau trong qua trinh
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tinh sach axit nucleic ma duoc giai trinh tw va/hodc sy khac nhau ¢ viéc tao thu vién gidi trinh
tu. Viée st dung céc trinh trr chuin héa theo phwong phéap duge mo ta trong ban md ta nay
cung cap phép do dic hidu va nhay doi v6i bién thé vé so lugng ban sao cua mot nhiém sac

thé hodc doan cta c6 bat mau nao va/hodc k¥ thuat giai trinh tu nao duge st dung.

Theo mét sé phuong 4n, nhidu hon mdt trinh tr chuan héa dugc nhan dién, tire 13, cac
trinh tu chuan héa khac nhau c6 thé duge xac dinh cho mot trinh tu quan tAm va thiéu dinh
lwong trinh tw ¢6 thé duge xic dinh cho mot trinh ty quan tam. Vi dy, dé bién thién, vi du, hé
56 bién thién (CV= 5 léch chuin/trung binh), v& dinh lugng nhiém sic thé déi véi nhiém séc
thé quan tAm 21 12 nho nhat khi do che phu thé trinh tw ctia nhidm sic thé 14 duge sir dung.
Tuy nhién, hai, ba, bdn, nam, sau, bay, tdm hoic nhidu trinh tu chuin héa hon cé thé duoc
nhan dién dé st dung trong viéc xac dinh lwgng trinh tir cho trinh tw quan tdm trong mau thir
nghiém. Vi du, dinh lwong thtt hai di v6i nhidm séc thé 21 trong mot mau thi nghiém bat ky
c6 thé dﬁgc str dung nho st dung nhidm sic thé 7, nhiém séc thé9_, nhidm sic thé 11 hodc
nhidm séc thé 12 lam trinh tu nhim séc thé chuin héa vi cac nhiém séc thé ndy ¢6 CV gin

vd1 CV cua nhiem sac the 14.

Theo mét s& phuong an, khi mot nhidm séc thé don dugc chon 1am trinh tw nhiém séc
thé chuin hoa cho nhi®m sic thé quan tam, trinh ty nhim sic thé chuin hoa nay 1a nhidm sic
thé ma dem lai dinh luong nhiém sic thé cho nhi®m sic thé quan tam c6 do bién thién nho
nhét & tat ca cac mau thir nghiém, vi du, céc mau dat yéu cAu. Trong mot sb truong hop, nhiém
séc thé chuan hoa t6t nhit c6 thé khong ¢6 do bién thién nhé nhat, nhung ¢6 thé c6 phan bo
dinh luong dat yéu cdu ma phan biét t6t nhat m?tu hodc cac mau thr nghiém véi cac mau dat
yéu cau, tic 1a nhim séc thé chuén héa t6t nhét c6 thé khong c6 do bién thién nho nhét nhung

¢6 kha ning phan biét 16n nhat.

Theo mot sé phuong an, trinh tu chudn héa gdm mdt hodc nhidu trinh tr hoic nhiém
sdc thé thuong khoe manh hodc doan ciia ching. Theo mét s6 phuong an, nhiém sic thé
thudng khoe manh gém tit ca céc nhiém sic thé thudng ngoai trir (cac) nhidm sic thé quan
tAm. Theo mot s& phuong 4n, nhidm sac thé thudng khoe manh odm tAt ca cac nhidm séc thé
thudng ngoai trir cac nhiém sic thé X, Y, 13, 18, va 21. Theo mét sd phuong an, nhiém sdc

the thuong khoe manh gém tat ca nhieém sac the thuong ngoai trur nhiém sic thé duoc xé4c dinh
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tr mau 12 khong thudc trang théi ludng boi thong thuong, co thé 13 hitu ich dé xac dinh bd

gen ung thu co sb luong ban sao bt thudng so véi bd gen ludng boi thong thuong.

Xac dinh cac thé 1énh bdi 1& & cdc mau thir nghiém

Dua vao sy nhén dién (c4c) trinh tw chuin hoa & cac mau dat yéu cau, dinh lugng trinh
tu dugce xé4c dinh cho trinh tu quan tAm ¢ mau thir nghiém gom hon hgp céc axit nucleic nhén

duoc tir cac bo gen khac nhau ¢ mot hodc nhiéu trinh ty quan tim.

O bude 115, mau thir nghiém thu duge tir d6i twong bi nghi ngd hodc biét 1a mang CNV
lién quan vé mit 1am sang cua trinh ty quan tam. MAu thtr nghiém c6 thé 14 chat dich sinh
hoc, vi du, huyét twong hoic mau thich hgp bat ky duge mo ta dudi day. Nhu da néu, mau
ndy ¢6 thé thu dugc bang cach st dung quy trinh khong xam 14n nhu 14y mau don gian. Theo
mét sb phuong an, mau thir nghiém chira hdn hop céc phén tir axit nucleic, vi du phan tir
¢fADN. Theo mdt s6 phuong an, mau thir nghiém 1a mAu huyét twong ctia ngudi me chira hdn

hop céc phan tir cfADN bao thai va nguoi me.

O budce 125, it nhat mot phén c4c axit nucleic thu nghiém trong mau thtr nghiém dugc
giai trinh ty nhu dugc mo ta ddi véi cac mau dat yéu ciu dé tao ra hang triéu trinh tu doc, vi
du trinh tu doc 36bp. Theo cac phuong an khac nhau, céc trinh ty doc ¢o dau bat cap 2x36 bp
dugc st dung dé giai trinh tu co d4u bat cap. Nhu & bude 120, cac doan dau dugc tao ra tir
viéc giai trinh ty axit nucleic trong mﬁu thit nghiém dugc 4nh xa hodc sép théng duy nhét véi
bd gen dbi ching dé tao ra cac thé. Nhu duge md ta ¢ bude 120, it nhét khoang 3 x 10° thé
frinh tu dat yéu cAu, it nhét khoang 5 x 106 thé trinh tu dat yéu cu, it nhat khoang 8 x 10° thé
trinh tu dat yéu cAu, {t nhat khoang 10 x 10° thé trinh ty dat yéu cAu, it nhat khoang 15 x 10°
thé trinh tu dat yéu cAu, it nhat khoang 20 x 10°thé trinh tu dat yéu cAu, it nhét khoang 30 x
106thé trinh tu dat yéu cAu, it nhit khoang 40 x 106 thé trinh tw dat yéu cau, hogc it nhat khoang
50 x 10° thé trinh tu dat yéu cau gém cac trinh tu doc tir 20 dén 40bp thu duoc tir cac trinh tu
doc anh xa duy nhét 1én bd gen déi ching. Theo mot sb phu'ong an, cac trinh tu doc dugc tao
ra boi thiét bi giai trinh tu dugce cung cép ¢ dinh dang 'dién tor. Viéc sép théng duoc thue hién
béng cach sur dung thiét bi tinh toan nhu dugc mo ta dudi diy. Cac trinh tu doc riéng biét
duoc so sanh voi bo gen ddi ching, ma thudng 16n (hang triéu cip bazo) dé nhén dién cac vi

tri ma céc trinh tw doc duy nhét twong ing véi bd gen d6i ching. Theo mét sé phwong an, thu
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tuc sép thang cho phép c6 su bét cap sai gi6i han gitta cac trinh tu doc va bo gen dbi chiing.
Trong mot sb treomg hop, 1, 2, hodc 3 cdp bazo trong mét trinh tir doc duge phep bét cip sai

voi cdp bazo twong tmg trong b gen doi chimg va viéc anh xa van duoc thuc hién.

O budce 135, tht ca hodc phan 16n cac thé thu duge tir viée giai trinh ty cac axit nucleic
& cac mau thir nghiém duogc dém dé x4c dinh do che phu thé trinh tu thir nghiém nho sir dung
thiét bi tinh toan nhu dugc mo ta dudi diy. Theo mot s6 phuong 4n, mdi trinh tur doc dugc
sap thing v6i mot ving cu thé ctia bd gen ddi chiing (trong phan 16n céc truong hop 12 nhiém
sc thé hodc doan nhidm sic thé) va trinh ty doc duge chuyén thanh thé bang cach gén thong
tin vi tri vao trinh tu doc. Vi quy trinh nay mo, nén thiét bi tinh toan c6 thé vin sé dém lién
tuc s6 luong thé/trinh tu doc 4nh xa dén mdi ving cta bd gen dd6i chimg (trong phan 16n cac
trudmg hop 12 nhidm sic thé hodc doan nhiém séc thé). Cac s dém dugc luu triv d6i voi mdi
nhidm séc thé hodc doan nhiém séc thé quan tdm va mdi nhiém sic thé hodc doan nhiém sic

thé chuan hoa trong tng.

Theo mét s6 phuong 4n, bd gen d6i chimg c6 mot hodc nhiéu ving loai trir 1a mot phan
cia bd gen sinh hoc that ma khong c6 trong bd gen d6i ching. Céc trinh tu doc ¢6 kha ning
sip thing véi cac ving loai trir nay khong duge dém. Vi du vé& ving loai trir gdm céc ving cb
trinh tu 1ap lai dai, cac vung c6 do tuong ddng gitra cac nhiém sdc thé X va Y, v.v.. Nho sur
dung trinh tu d6i chimg duge che thu duge nho k¥ thudt che néu trén, chi cac cac the trén cac

doan khong bi che cua trinh ti déi ching duge dém dé phan tich CNV.,

Theo mdt s6 phuwong an, phuong phap nay xéac dinh xem c6 d&m theé nhiéu hon mot lan
khi céc trinh tu doc sp thang véi cing vi tri trén bd gen hodc trinh tur d6i chting hay khong.
C6 thé c6 truong hop khi ¢6 hai thé ¢ cung trinh tyr va do vay sap thang v6i véi vi tri gidng
nhau trén trinh tu d6i chimg. Trong mot s6 truong hop, phuong phép s dung dé dém cac thé
c6 thé loai bo viée dém cac thé giéng nhau 6 ngudn gbe tir cing mau duge gidi trinh ty. Néu
c6 s6 lrong khong can dbi ctia cac thé gidng nhau trong mau x4c dinh, goi y ring c6 mot su
1&ch 16n hodc thiét s6t khac trong quy trinh nay. Do vy, theo mot s6 phuong 4n, phuong phap
dém nay khong dém cac thé tir mau x4c dinh ma gidng vai cac thé tir mAu ndy ma da dugc

dém trude do.
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Céc tidu chi khac nhau ¢4 thé dugce thiét lap dé chon khi loai bd thé giéng nhau ra khoi
mdt miu don. Theo mét sb phwong an, ty 1& phan tram x4c dinh cua céc thé dugc dém phai 1a
duy nhit. Néu nhiéu thé hon ngudng nay khong phai 1a duy nhét, chung duoc loai bé. Vi du,
ty 1& phan tram xac dinh yéu cAu it nhat 50% la duy nhét, cac thé gidng nhau khéng duge dém
cho dén khi ty 1& cta cac thé duy nhét 16n hon 50% d6i véi mau. Theo cac phuong 4n khac,
56 lwong thé duy nhét ngudng 1a it nhét khoang 60%. Theo c4c phuong an khéc, ty 1& phan
tram ngudng cta cac thé duy nhét 1a it nhat khoang 75%, hodc it nhét khoang 90%, hoic it
nhét khoang 95%, hoic it nhit khoang 98%, hodc it nhit khoang 99%. Ngudng c6 thé dugc
thidt 1ap 12 90% di v6i nhifm séc thé 21. Néu 30 tridu thé duoc sdp thang véi nhiém séc thé
21, thi it nhét 27 triéu thé phai la duy nhét. Néu 3 triéu thé dugc dém khong 1a duy nhat va 30
trigu va thé diu tién khong phai 1a duy nhdt, thi thé ndy khong duoc dém. Viéc chon ngudng
cy thé hodc céc tiéu chi khac duge st dung dé x4c dinh khi ndo khong dém céc thé glong nhau
I\hac ¢6 thé duoc chon bang céch sir dung phép phan tich thdng ké thich hop. Mot yéu t6 anh
huong dén ngudng nay hoac tiéu chi khéc 13 luong twong d6i ctia mau duoc giai trinh ty so
véi kich thude cia b gen ma céc the co thé dwoc sip thang. Cac yéu té khac gém kich thude

cua trinh tir doc va céc yéu to tuwong tu.

Theo mot phuong an, sb lugng thé trinh tu thit nghiém duoc anh xa dén trinh tu quan
tam duogc chué_n hoa dén do dai da biét cta trinh tur quan tAm ma chung dugc anh xa dén dé
tao ra ty 1& mat do thé trinh tu thir nghiém. Nhu dugc md ta dbi véi mau dat yéu cau, viée
chudn hoa dén do dai da biét cua trinh ty quan tam 13 khong can thiét va c6 thé duge dua vao
dudi dang mot bude dé giam sd lwong chit s6 trong mot s6 dé don gian hoa s6 nay dé dién
dich & nguoi. Vi tht ca céac thé trinh tu thir nghiém dugc anh xa duge dém trong mau thir
nghiém, do che phu thé trinh ty cho trinh tu quan tdm, vi duy, trinh tu lién quan vé mit 1am
sang, trong cac mau thir nghiém duogc xéc dinh, nhu la dd phu thé trinh tu ddi véi céc trinh tu
khac tuoﬁg ung voi it nhét mot trinh tyr chuén héa duoc nhén dién trong cac mau dat yéu cau.

O bude 150, dua vao su giéng nhau cuia it nhat mét trinh tu chuén héa trong mau dat
yéu _céu, dinh luong trinh tu th nghiém dwoc xac dinh d6i véi trinh tuw quan tAm trong mau
thtr nghiém. Theo cdc phuong an khac nhau, dinh lwong trinh ty thtr nghiém duge xac dinh

bang cach tinh todn st dung céc do che phu thé trinh tu cia trinh tw quan tdm va trinh ty chuén
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hoa tuong (rug nhur dwge md (4 trong ban md ta nay. Thiét bi tinh toan chiu trach nhiém cho
viée nay s& truy cip dién tir vao moi lién quan gifta trinh tyr quan tdm va trinh twy chuén hoa
lién quan ctia né, c6 the duge luu ¢ co s¢ dit liéu, bang, bieu do hodc & dang ma trong cac

1énh chuong trinh.

Nhu duge mo ta ¢ phén khéac cua ban mo ta nay, it nhat mot trinh ty chuén héa c6 thé
1a mot trinh ty hodc nhom céc trinh ty. Pinh lugng trinh tu dbi vé6i trinh ty quan tAm trong
mau thir nghiém 13 ty 1& cua dd che phu thé trinh tyr duwoc x4c dinh d6i véi trinh tu quan tAm
trong mau thtr nghiém va d¢ che pht thé trinh tu cta it nhéit mot trinh tw chuén hoa duogc xac
dinh trong mau thir nghiém, trong d6 trinh ty chuén héa trong mau thir nghiém tuong Gng v6i
trinh tw chuan héa dugc nhan dién trong mau dat yéu cau dbi v&i mét trinh tu quan tAm cu
thé. Vi du, néu trinh tu chuén hoa duge nhan dién cho nhiém sfc thé 21 trong mau dat yéu
cAu duoe xac dinh 12 nhidm sic thé, vi du, nhidm sic thé 14, thi dinh lwong trinh tu thir nghi¢m
d6i v6i nhidm séc thé 21 (trinh tu quan tAm) dﬁrqc x4c dinh 1 ty 18 ctia d6 che phu thé trinh
tur d6i v6i nhidm séc thé 21 va do che pha thé trinh ty d6i véi nhidm sdc thé 14, mdi d6 che
phu nay du’dc xac dinh trong mau thir nghiém. Twong tw, dinh luong nhiém séc thé cho céac
nhidm sic thé 13, 18, X, Y, va cac nhiém sic thé khéc lién quan dén céc thé 1éch bdi nhiém
sdc thé duge xac dinh. Trinh tu chuin héa déi véi nhilm séc thé quan tdm cé thé 1a mét hoac
mot nhém nhidm séc thé hodc mot hodc mot nhém doan nhiém séc thé. Nhu néu trén, trinh tu
quan tam co thé 1a mot phén ctia nhiém sic thé, vi du mot doan nhidm sfc thé. Do d6, dinh
lugng trinh tu d6i voi doan nhidm sic the dwge xac dinh 14 ty 1¢ cta do che phu the trinh ty
duge xac dinh ddi v6i doan nay trong mau thr nghiém va do che phu thé trinh ty d6i v6i doan
nhidm sic thé chuan hoa trong mau thir nghiém, trong d6 doan nhi®m séc thé chuin hoa trong
mau thir nghiém twong Gmg véi doan nhiém séc thé chuan hoéa (mot doan hodc nhom cac doan
nhiém séc thé) duge nhan dién trong méau dat yéu cAu d6i véi mot doan quan tAm cu thé. Doan
nhiém sc thé c6 thé co kich thude nim trong khodng tir vai kilobazo (kb) dén megabazo
(Mb) (vi du, khoang tir 1kb dén 10 kb, hodic khoang tir 10 kb dén 100 kb, hodc tir 100kb dén
IMb). |

O bude 155, cac gia tri ngudng dugc suy ra tir cac gia tri do léch chudn dugc thiét lap

dbi véi cac dinh luong trinh tu dat yéu cau dugce xac dinh trong cac mau dat yéu cau va dinh
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luong trinh ty dwgce xac dinh d6i v6i cac miu da biét 1a thé 1énh boi 1é dbi véi trinh tu quan
tam. Luu ¥ ring phép toan ndy thuong duge thuc hién khong ddng bo v6i bude phan tich cac
mau thtr nghiém cta ngudi bénh. Thao tac nay c6 thé duoc thuc hién, vi du, d@)ng thoi véi
buéce chon cac trinh tu chuin hoa tir mau dat yéu cu. Su phén loai chinh x4c phu thudc vao
céac sai phan gilta cac phan bb xéc suat dbi véi cac nhéom khac nhau, tire 14 loai thé 1énh boi
lé. Trong mot s6 vi du, cac ngudng dugc chon tir phan bd kinh rnghiém d6i v6i mdi loai thé
1énh b 1¢, vi du thé ba nhidm 21. Céc tri s6 ngudng c6 thé ¢6 dugc thiét 1ap dé phan loai cac
thé ba nhidm 13, thé ba nhidm 18, thé ba nhidm 21, va thé 1éch bdi don nhiém séc thé X nhu
duoc md ta trong cac vi du, mo ta viéc sir dung phuwong phap xac dinh cac thé 1énh boi 1¢
nhi®m séc thé bang cach giai trinh tuw cfADN tach c_hiét tr mAu ciia ngudi me gdbm hdn hop
cac axit nucleic cta bao thai va ngudi m@.v Tri s6 ngudng ma duge x4c dinh dé phan biét cac
mAu c6 thé 1énh bdi 1¢ v& nhidm séc thé c6 thé gibng hodc khac véi ngudng ddi voi thé lénh
bo1 1€ khac. Nhu duoc thé hién trong céc vi du, tri sé ngudng d61 v6i moi nhidm shc thé quan
tAm duoc xac dinh tr do bién thién dinh lwong cta nhiém séc thé quan tam gifta cac méu va
cac lan chay giai trinh tu. Pinh luong nhidm sic thé déi v6i nhim séc thé quan tim bat ky
bién thién cang it, thi do trai rong vé& dinh luong dbi véi nhiém sic thé quan tdm qua tat cac
mau khong bi bénh cang hep, ma cic mau héy dwoc st dung dé thiét 1ap ngudng dé xac dinh

c4c thé 1énh boi 1é khac nhau.

Quay tr¢ lai dong quy trinh lién quan dén viéc phan loai miu thit nghiém cta ngudi
bénh, ¢ budc 160, bién thé sb luong ban sao cua trinh tu quan tdim duoc xé4c dinh trong mau
thtr nghiém bang cach so sanh dinh lugng trinh ty thir nghiém d61 v6i trinh tu quan tAm voi it
nhéat mét ngudng duge thiét lap tir cac dinh lugng trinh ty dat yéu cAu. Phép toan nay c6 thé
duoc thuc hién bdi cung mot thiét bi tinh toan duoc st dung dé x4c dinh d6 che phu thé trinh

tu va/hodc tinh toan cac dinh luong doan.

O buée 160, dinh lwong tinh todn dbi véi trinh tu thir nghiém quan tdm duge so sanh
v6i dinh luong duge thiét 1ap 1a cac tri s6 ngudng dugc chon theo "ngudng d tin cay" duoc
xac dinh theo nguoi dung dé phéan loai mau 13 "binh thuong", "bi biénh" hodc "khong xic
dinh." Cac méu "khong xéac dinh" 1a cac mau ma khong thé thuc hién sy chan doan cudi cung

¢ d6 tin cdy doi voi cdc mau nay. Moi loai mau bi bénh (vi du, thé ba nhiém 21, thé ba nhiém
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mdt phan 21, thé don nhiém séc thé X) ¢6 cac ngudng clia nd, mot cho cac mau binh thudng
(khong bi bénh) va mét cho cac méu bi bénh (mic du trong mot sb truong hop hai ngudng
nay trung nhau). Nhu dugc mo6 ta ¢ phén khéc ctia ban md ta, trong mot s6 trudng hop, miu
khong xac dinh dugc chuyén thanh mau x4c dinh (bi bénh hoic binh thuong) néu ty 18 axit
nucleic cta bao thai trong mau thir nghiém 1a du 16n. Viéc phan loai trinh tur thir nghiém c6
thé duge bao cdo bai thiét bi tinh toan dwgc stt dung trong cac phép toan khac cua quy trinh
nay. Trong mot sb trudong hop, viée phan loai dugce bao céo theo dinh dang dién ttr va c6 thé

duoe hién thi, gti thu dién tr, duge danh thanh vin ban, v.v. cho ngudi quan tam.

Theo mét s phwong 4n, viée xac dinh CNV gdm budc tinh toan NCV hodc NSV lién
hé dinh luong nhiém sé_c thé hodc doan nhiém séc thé voi gia tri trung binh cta dinh luong
nhiém séc thé hodc doan nhiém sic thé twong tmg trong tap cac mau dat yéu cdu nhu néu trén.
Sau d6 CNV ¢6 thé duge xac dinh bang cach so sanh NCV/NSV véi tri sb6 ngudng wdc lugng

s0 luong ban sao di xac dinh trudec.

Ngudng udce luong sé lugng ban sao c6 thé duge chon dé t61 vu ty 1& duong tinh gid va
am tinh gia. Ngudng udc lugng s6 lugng ban sao cang cao sy xudt hién duong tinh gia cang
it. Twong tu, ngudng nay cang thép, su xuét hién 4m tinh gia cang it. Do viy, c6 mét su thoa
hiép gitta ngudng ly tuong thir nhéat ma & trén ngudng ndy chi ¢6 cac duong tinh that duge
phén loai va ngudng ly tuong thir hai ma ndm dudi ngudng nay chi cé cac m tinh that duoc

phan loai.

Céc ngudng duoc thiét 1ap phan 16n thy thude vao do bién thién vé dinh lwgng nhiém
séc thé d6i voi mot nhiém sic thé quan tdm cu thé nhu duoc x4c dinh trong tap hop man khong
bi bénh. D¢ bién thién nay tiy thudc vao mot s6 yéu té, bao gdm ty 1& ctia cADN bao thai c6
mit trong mAu. D6 bién thién (CV) duge xac dinh boi gid tri trung binh va dd léch chuan doi
voi cac dinh luong nhiém séc thé & quﬁn thé cac mau khong bi bénh. Do vay, (cac) ngudng
d& phan loai thé 1énh bdi 1¢ st dung cac NCV, theo:

Xij — K

~

J
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(trong d6 {2; va 6; 1an luot 1a gid tri trung binh va dg léch chuin uéc tinh, di véi dinh
luong nhidm sic thé thi j trong tap hop mAu dat yéu cau, va x; ; 1a dinh lugng nhidm sic thé

thlr j quan sét dugce dbi v6i miu thir nghiém i.
vé6i ty 1& ADN bao thai lién quan la:

Hj

j=2X

=2XNCV XV

Do d6, ddi véi mbi NCV ciia nhiém sdc thé quan tdm, ty 16 ADN bao thai ky vong lién
quan dén mdt tri s0 NCV cho trude c6 thé dugc tinh toan tr CV dwa trén gia tri trung binh va
do 1éch chuén cua ty 1 nhiém sic the doi voi nhiém sac thé quan tAm trén quén thé mau khong

bi bénh.

Sau d6, dua trén mdi quan hé gitta ty 1€ ADN bao thai va cac tri s6 NCV, bién quyét
dinh c6 thé dugc chon ma & trén bién nay céc mau duoc X4c dinh 13 duong tinh (bi bénh) dwa
trén cac diém phéan vi phan bd chuin. Nhu néu trén, theo mdt sé phwong an, ngudng dugc
thiét 1ap cho su can bang t61 vu gitta viéc phat hién cdc duong tinh that va ty I¢ cac két qua
Am tinh gia. Tuc 13, ngudng dugce chon dé 61 da hoa téng cac duong tinh that va m tinh that

hodc toi thiéu hoa tong cac duong tinh gid va am tinh gia.

Mot s6 phuong 4n d& xuét phuong phap chén doan trude sinh vé thé 1énh boi I¢ nhiém
sic thé ¢ bao thai trong miu sinh hoc gdm cac phan tir axit nucleic cia bao thai va ngudi me.
Su chan doan duge thuc hién dua trén viée thu nhén céc thong tin giai trinh ty tur it nhit méot
phdn cua hén hop cac phan tit axit nucleic clia bao thai va ngudi me thu dugc tu mau thir
nghiém sinh hoc, vi du, mau huyét trong ctia ngudi me, tinh toan tir dit li¢u giai trink ty dinh
lwong nhiém séc thé chuédn hoa déi vi mét hodc nhidu nhiém sic thé quan tam, va/hodc dinh
lvgng doan nhiém séc_: thé chuén héa cho mdt hodc nhiéu doan nhiém sic thé quan tam, va
xac dinh sai phan c6 y nghia vé mit thdng ké gitra dinh lwong nhiém sic thé ddi voi nhiém
sdc thé quan tAm va/hodc dinh lugng doan nhiém séc thé d6i v4i doan quan tAm, twong (mg
frong mAu thir nghiém va trj s ngudng dugc thiét 1dp & cdc miu dat yéu cau (binh thuong)
va cung cép phuong phap chin doan truéc sinh dya trén sai phén théng ké nay. Nhu dugc mé

t & budc 160 cia phuong phap nay, su chan doan la bmh thuong hay mac bénh dugc thuc
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hién. "Khong x4c dinh" dugc dua ra trong truong hop ma khoéng thé thue hién sy chan doén

12 binh thudng hay bi bénh vdi dd tin cay.

Theo mot sd phuong an, hai ngudng c6 thé dugc chon. Ngudng thir nhét duoc chon dé
t81 thiéu hoa ty 16 duong tinh gia, trén ngudng nay cac mau s& dugc phan loai 12 "bi bénh", va
ngudng thir hai dugc chon dé t5i thiéu hoa ty 1& am tinh gia, dudi ngudng nay cac mau sé&
dugc phan loai 1a "khong bi bénh". Cac mau c¢6 NCV trén ngudng thit hai nhung dudi ngudng
tha nhat c6 thé duoc phan loai 1a mau "Bi nghi ngd ¢6 thé 1énh boi 16" hodc "khong xac dinh",
d6i v6i cdc mau nay su ¢6 mit hay khong c6 mat cia thé 1énh boi 1& o thé dugc xac nhan
bang cac phwong phap doc 1ap. Ving ndm giita ngudng thit nhét va ngudng thtt hai c6 thé

dugc goi 1a ving "khong x4c dinh".

Theo mdt s6 phuong an, cdc ngudng nghi ngd va khong xdc dinh dugc thé hién trong
bang 1. Nhu cé thé thay, cic ngudng NCV thay dbi dbi véi cac nhiém sic thé khac nhau.
Theo mot s6 phuong 4n, cdc ngudng nay thay dbi theo FF d6i v6i mau nhu duge md ta trén
day. Cac k¥ thuat ngudng dugc ap dung trong ban mo ta nay dem lai d6 nhay va d9 chon loc

duoc cai thién theo mdt so phuong an.

Bdng I Nguong NCV nghi ngo va mdc bénh khodang khong xdc dinh dwoc ddt trong

ngodc
Nghi ngo Mic bénh
Chr13 | - 3,5 4,0
Chr 18 3,5 45
Chr 21 3,5 4,0
Chr X (X0, XXX) 4,0 4,0
Chr Y (XX so v6i XY) 6,0 | 6,0

Phan tich kich thudc doan va dd che phu trinh tu

Nhu néu trén, cac tham s kich thuée doan cling nhu do che phu cé thé duoc sir dung
dé danh gia CNV. Kich thudc ctia doan axit nucleic ngoai té bao, vi du, doan cfADN ¢6 thé
thu duoc bang phuong phap gidi trinh ty dAu bét cdp, dién di (vi dy, dién di mao quan dua

trén microchip) va cac phuong phap da biét trong linh vuc nay. Fig.2A thé hién mot cach co
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chu d& vé viée giai trinh ty ddu bat cdp c6 the dugce sit dung nhu thé nao dé xéc dinh ca kich

thuée doan va dd che phu trinh tu.

Nira trén cta Fig.2A thé hién so db ctia mot doan ADN tu do cua bao thai va mot doan
ADN tu do clia ngudi me tao ra mot méu cho quy trinh giai trinh tu dau bit cip. Thong
thuong, trinh tir axit nucleic dai dugc chia doan thanh cac trinh ty ngz“'m hon dé doc duge theo
quy trinh giai trinh tu co6 d4u bit cip. Cac doan ndy con duge goi 1a cac doan chén. Viée chia
doan 1a khong cAn thiét d6i v6i ADN tu do do ching di tdn tai & cac doan phén 16n ngén hon
300 cdp bazo. Pugc thé hién rang cac doan ADN tu do cua bao thai trong huyét tuong cia
ngudi me dai hon cac doan ADN tu do ciia ngudi me. Nhu duoc thé hién ¢ phén trén cung
cua Fig.2, ADN tu do c6 ngudn gbc bao thai c6 d6 dai trung binh khoang 167 cép bazo, con
ADN tu do ¢6 ngudn gbe tir ngudi me c6 do dai trung binh khoang 175 cap bazo. Theo phuong
phap giai trinh ty dau bét cip trén mot sd nén tang, nhu giai trinh ty Illumina boi nén tang
tdng hop nhlr duoc mo ta duédi day, trinh ty trinh ty néi, rinh tu chi s6 va/hoic trmh tu doan
mdi duoe ndi vao hal dau cua mot doan (khong duoc thé hién trén Fig.2A). Doan 12 trinh ty
doc thtr nhét theo mét hudng, tao ra trinh tu doc 1 tir méf dau ciia doan. Sau do, trinh tu doc
thtr havi bét dau tir dau nguoc lai ciia doan nay, tao ra trinh tu doc 2. Su tuc;ng ung gitta trinh
tu doc 1 va trinh tu doc 2 ¢c6 thé duoc nhﬁn dién boi cic toa do cua chung trén cuvet dong
chéy. Sau d¢ trinh tu doc 1 va trinh tu doc 2 duge 4nh xa dén trinh tu d6i chting ¢ dang mot
cip thé ma gan nhau nhu duge thé hién ¢ nira dudi cua Fig.2. Theo mot sé phuong 4n, néu
cac trinh tu doc du dai, hat trinh tu doc ¢co thé & phﬁn gifta cua doan chen. Sau khi cdp dugce
sap thang voi trinh ty déi ching, khoéng czich tuong ddi gitra hai trinh tu doc va do dai cua
doan nay co thé duoc xac dinh tir cac vi tri cia hai trinh tu doc. Do céc trmh tu doc c6 dau
dwge ghép cap tao ra sé lwong cap bazo gip hai 14n céc trinh tu doc mot dau ¢6 cung do6 dai
trinh tu doc, chung gitp cai thién chét luong sap thang, dic b1¢t d6i v6i cac trinh tu ¢6 nhidu
su 1ap lai hodc trinh tu khong duy nhét. Theo nhi‘éu phuong an, trinh tu dbi chimg duoc chia
thanh cac bin, nhur cdc bin 100K cap bazo. Sau khi céc trinh tur doc dau bit cap duoc sip fh?mg
v6i trinh tur a6i chung, s6 lwogng cac trinh tu doc dugce sép thang véi mét bin co thé duyc xéc
dinh. S6 ivgng cﬂrig nhu d6 dai cua doan chen (vi du, cac doan cfADN) cling ¢6 thé duoc xac
dinh cho nm(f)t bin. Theo mot sb phuong an, néu mot doan chén ludng lur gitta hai bin, mot nira

doan chén c6 thé duge phéan bo cho moi bin.
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Fig.2B thé hién mot phuong an dé xuét quy trinh 220 st dung do che phu dya trén kich
thude dé xac dinh bién thé sé luong ban sao cua trinh ty axit nucleic quan tim trong mau thir
nghiém gdm céc doan axit nucleic ty do cd nguf“)n géc tlr hai hodc nhiéu bd gen. Nhu dugce st
dung ¢ day, mot tham $6 "léch vé phia kich thuéc hodc khoang kich thude cua doan" khi: 1)
tham s6 nay dugc gan trong s6 thuan ddi véi kich thude hodc khoang kich thudce cua doan, vi
du, s6 dém duwoc gan trong s6 c6 strc niang hon khi di kém véi cac doan c6 kich thuée hodc
khoang kich thudce nay hon dbi vai kich thude hodc khoang kich thuge khac; hodc 2) tham 56
thu dwoc tir gia tri ma duge gan trong s6 thuén déi véi kich thudc hodc khoang kich thudc
nay cua doan, vi du, ty _36 thu dugc tir s6 dém dugc gan trong $b ¢6 stic nang hon khi di kém
v6i cac doan ¢ kich thude hodc khoang kich thudce nay. Kich thuéce hodc khoémg kich thuéce
cua doan c6 thé 1a mdt dic tinh cua bd gen hodc mot phﬁn cua no6 khi bg gen tao ra céc_ doan
axit nucleic duoc lam giau ho#c ¢ sy tap trung kich thude hodc khoang kich thuéc cao hon

so v6i doan axit nucleic tir bd gen khac hodc phan khac cua cing mét bd gen.

Quy trinh 220 bat dau bang viéc nhan céc trinh ty doc trinh tu thu duge bang cach giai
trinh tu doan axit nucleic ty do trong mau thir nghiém. Xem khéi 222. Hai hodc nhiéu bd gen
trong mau thtr nghiém ¢6 thé 1 bd gen cua ngudi me mang thai va bd gen clia bao thai ma
nguodi me mang thai mang. Theo mot ) ung dung, mau thir nghiém gém ADN tu do tir cac
t& bao khdi u va céc té bao khong bi benh. Theo mot s phuong an, do ty 18 tin hiéu trén nhiéu
cao duoc tao ra bdi do che phu duge lam 1éch vé kich thudc, viée giai trinh tu cac doan axit
nucleic tu do duoc thuc hién ma khong can khuéch dai cac doan axit nucleic nho st dung
PCR. Quy trinh 200 con bao gdm budce sap thang céc trinh tu doc cta cac doan axit nucleic
tw do v6i b gen dbi chimg gdm trinh tw quam tdm va duoc chia thanh céc bin. Viée sép thing
thanh cong tao ra céc thé trinh ty thir nghiém, ma gém trinh tu va vi tri ctia no trén trinh tu
d6i chung. Xem bude 224. Sau d6 quy trinh 220 tiép tuc bang cach xac dinh kich thudce cla
cac doan axit nucleic tu do c6 trong mau thir nghiém. Mot s6 phwong 4n ap dung phuong phép
gidi trinh ty dau bét cip dé cung cip do dai ctia doan chén gin v6i thé trinh tw. Xem budc
226. Cac thuat nglt "kich thude" va "do dai" dugce st dung hoan ddi cho nhau khi chiing dugc
str dung lién quan dén cac trinh ty hodic cdc doan axit nucleic. Theo phuong 4n thé hién trong
ban md ta nay, quy trinh 220 con bao gbm budc 'gén trong s6 cac thé trinh tu th nghiém dua

trén kich thudc cua cac doan axit nucleic tur do ma tir d6 thu dugc céc the Xem bude 228. Nhu
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duoc st dung trong ban mo ta nay, "gan trong s6" chi viée bién ddi mot dai lugng nhd st
dung mdt hodc nhiéu bién sb hodc ham. Mot ho#ic nhiéu bién s6 hodc ham dugc goi 1a "trong
$6." Theo nhidu phuong 4n, bién s6 duge nhan véi trong s6. Theo cac phuong 4n khac, bién
s6 c6 thé duoc bién ddi lity thira hoic theo cach khac. Theo mot s6 phwong an, budc gan trong
s6 cho cac thé trinh tu thir nghiém dugce thue hién bang cach dich chuyén d6 che phu vé phia
thé trinh tu thtr nghiém thu dugc tir cac doan axit nucleic tur do ¢6 kich thuéce hoac dic tinh
khoang kich thudc cua mot bo gen trong mau thir nghiém. Nhu néu trén, kich thude la mot
dac trung ctia bd gen khi bg gen nay co ndng do axit nucleic c6 kich thude nay duoc lam giau

hodc cao so véi bd gen khac hodc phan khac cia cing mot by gen.

Theo mot sé phuong 4n, ham gan trong s6 12 ham tuyén tinh hodc ham khong tuyén
tinh. Vi du vé& cac ham khéng tuyén tinh c6 thé ap dung dugc bao gdm, nhung khong chi gidi
han & ham bude Heaviside, ham hinh hop (box-car), ham bac thang, hodc ham sigma. Theo
mot sd phuong an, ham Heaviside hodc ham hinh hop duoce st dung, dé mot thé trong khoang
kich thuéc cu thé nhan vdi trong s6 1a 1 va cac thé ngoai khoang nay nhan véi trong s6 12 0.
Theo mdt sb phuong 4n, cac doan c6 kich thude trong khoang tur 80 dén 150 cip bazo duge
gan trong s6 14 1, con cac doan nam ngoai khoang nay dugc gn trong $6 12 0. Theo c4c vi du
nay, viéc gan trong sb 1a than trong, 14 0 hay 1 tuy thudc vao xem tham s6 cua tit ca cac tri sb
nim trong hay ngoai khoang cu thé. Theo cach 1<hé¢, céc trong sd duoc tinh todn & dang ham

lién tuc ctia kich thude doan hogc khia canh khéc cta tri so tham s0 lién quan.

Theo mét sé phuong an, cc trong sb dbi véi cac doan trong mdt khoang kich thude la
duong va trong mdt khoang kich thude khac 1a am. Didu nay c6 thé duoc st dung dé gitp
ting cuong tin hiéu khi cac hudng cla sai phan gitta hai by gen c6 d4u nguoc nhau. Chéng
han, s6 dém trinh tu doc dugc gan trong s6 12 1 dbi v6i doan chén co kich thudc tir 80 dén
150 ciip bazo va trong s6 1a -1 doan chén c¢6 kich thude tir 160 dén 200 cap bazo.

Céc trong sb c6 thé dugce dua ra cho cac s6 dém cling nhu cac tham s6 khac. Chéng han,
viée gan trong s6 ciing c6 thé duoc ap dung d6i véi cac tham s6 phan s6 hoc ty 16 ma st dung
kich thu6c doan. Vidu, ty 1€ co thé dua cho cac doan trong mot s6 khoang con nhat dinh trong

s0 16n hon cac doan va céc bin ¢6 kich thude khéc.
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Sau d6 d6 che phu dugc tinh toan ddi véi céc bin trén co s cac thé trinh tu thir nghiém
duoc gan trong sb6. Xem khdi 230. Cac @6 che pht nay dugc xem la duge lam léch vé kich
thuée. Nhu duoc giai thich trén day, tri s6 duoc 1am léch vé phia kich thude doan hodc khoang
kich thuéc doan khi tham sd nay duogc gan trong s6 thuén ddi véi kich thuéc doan khoang
kich thuéc doan. Quy trinh 200 con bao gb6m budc nhan dién bién thé sb lvgng ban sao & trinh
tu quan tdm tr cac do che phu tinh toan duge. Xem bude 232. Theo mot sb phuong an, nhu
duge giai thich dudi day lien quan dén cac Fig.2C, Fig.3A-Fig.3K, va Fig.4, cac d¢ che phu
¢6 thé duoc didu chinh hodc hiéu chinh dé loai bo nhiéu trong dit lidu, nho do tang ty 1¢ tin
hiéu trén nhiéu. Trong mot s6 Gmg dung, d6 che phu dua trén céc the dugc gan trong $6 thu
duge trong quy trinh 220 dem dén do rih ay cao V:‘a/hoéc do chon loc cao so vdi cac do che phu
khéng duoc gan trong sb trong viée xac dinh bién thé s luwong ban sao. Trong mot s6 tng
dung, quy trinh vi du dugc dua ra duédi day con co thé cai thién dd nhay va do chon loc abi

v&i phan tich CNV.

Quy trinh vi du dé phan tich kich thudc doan va/hoic d6 che phu trinh tu

Mot s6 phuong dn boc 19 dé xuét phuong phép xé4c dinh lugng che phi trinh twr c6 nhiéu
thip va/hodc tin hidu cao, cung cép dit liéu dé xac dinh céc tinh trang vé gen khic nhau lién
quan dén s6 lwong ban sao va CNV véi d9 nhay, d6 chon loc va/hodc hi€u qua dugc cai thién
so v6i luong che pht trinh ty thu duoc bang phwong phap thong thudng. Theo mot s6 phuong

an, cac trinh tu cua mau thtr nghiém duge xt 1y dé thu duogc cac lwong che pha trinh ty.

Quy trinh nay c6 thé st dung mot s6 thong tin san co tir cac ngudn khac. Theo mot 56
phwong 4n, tat ca cac thong tin nay thu duoc tap cac mAu hudn luyén da biét 1a khong bi bénh
(vi du, khong c6 thé 1énh boi 1&). Theo céc phuong an khac, mot s hodc tét ca thong tin thu
duoc tir cdc mau thir nghiém khac, ma co thé duoc cung cp "trén chuong trinh chay" nhiéu

mau dugc phéan tich trong cing mot quy trinh.

Theo mot sb phuong 4n, cdc mat na trinh tu (sequence mask) duge st dung aé giam
nhidu dit liéu. Theo mot s6 phuong an, ca trinh tw quan tdm va trinh tu chuén hoéa cua n6 déu
duogc che. Theo mot ) phuong an, co thé st dung cac mat na khac nhau khi céc nhiém séc
thé hodc cac doan nhiém sdc thé quan tam khac nhau duge xem xét. Vi du, mot mét na (hodc

nhém mit na) cé thé duoc st dung khi nhiém séc thé 13 1a nhiém sic theé quan tdm va mat na
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(hodc nhém maét na) khac co thé duge st dung khi nhidm sic thé 21 1a nhiém sdc thé quan
tAm. Theo mét sb phuong an, mit na duge xéc dinh & d6 phéan giai ctia bin. Do viy, trong mot
vi du, d6 phan giai cua mat na 1a 100 kb. Theo mot sb phuong an, mdt mat na riéng biét co
thé duoc st dung cho nhidm sic thé Y. Céc viing loai trir duge che ddi véi nhidm séc thé Y
6 thé duogc tao ra & d6 phan giai nho (1kb) hon so vdi cac nhi®m séc thé quan tdm khic, nhu
duoc mo ta trong don M§ tam thoi sé 61/836,057, nop ngay 17/06/2013 [s6 ho so
ARTEPO008P]. C4c mit na dugc tao ra & dang cac tap tin nhan dién cac ving gen duoc loai

tru.

Theo mot sb phuong 4n, quy trinh ndy st dung tri s6 ky vong ctia d6 che phu chuin héa
dé loai bo su bién thién bin véi bin trong luge sir cia trinh ty quan tam, sy bién thién nay
khong cung cap thong tin dé xac dinh CNV ddi v6i mau thir nghiém. Quy trinh nay diéu chinh
cac dai luong che phii chuin hoa theo tri s6 ky vong ctia @6 che phu chuin hoa ddi v6i moi
bin trén toan b by gen hoac it nhét cac bin ctia cac nhidm séc thé khée manh & bd gen dbi
chimg (st dung trong phép toan 317 dudi day). Cac tham 56 ngoai do che phu c6 thé duoc cai
thién boi quy trinh nay. Tri s6 ky vong c6 thé duge xac dinh tir tap huén luyén gém céc miu
khong bi bénh. Vi du, tri sb ky vong co thé 14 tri sé_trung binh cua céc tap cac mau huin luyén.
Tri s6 do che phu dugc ky vong cua cic miu ¢6 thé duoc xé4c dinh 1a sb luong cac thé khong
du duy nhat duge cin chinh véi mot bin chia cho tong sév luong cac thé du duy nhat duoc cin

chinh véi tat ca cAc bin & cac nhiém sac thé khoe manh cua b gen doi chimg.

Fig.2C thé hién Iwu dd v& quy trinh 200 dé xé4c dinh tham s kich thuéc doan ddi véi
trinh tu quan tAm, tham sé dugc st dung d u6c luong s6 lwong ban sao cua trinh ty quan tim
trong mau thir nghiém & khdi 214. Quy trinh nay loai bd bién thién hé thdng thong thuong &
c4c mAu hudn luyén khong bi bénh, bién thién 1am ting nhidu trong phan tich dé danh gia
CNV. Quy trinh nay ciing loai bo d6 léch GC riéng d61 véi mau thir nghiém, nho d6 tang ty
1& tin hiéu trén nhiéu trong phan tich dit liéu. Lua y rang quy trinh 200 cling c6 thé duoc ap
dung cho d¢ che phu, bat ké do che phu nay c¢6 dugc lam 1éch vé kich thudc hay khéng. Tuong
tu, cac quy trinh trén Fig.2D, Fig.3, va Fig.4 dugc ap dung ngang bang nhau déi v6i do che
phu, d6 che phu dwoc gan trong s6 kich thuéc doan, phan hoic ty 1€ ctia cac doan trong khoang

kich thude xac dinh, mic metyl hoa cua cac doan, v.v..
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Quy trinh 200 b4t ddu bang viée tao ra cac trinh tw doc trinh tu cua mau thir nghiém nhu
duge thé hién & bude 202. Theo mdt sb phuong 4n, céc trinh ty doc trinh ty thu duoc bfing
cach giai trinh tw cdc doan ADN thu duoc tir mau cua phy nit mang thai gdbm cfADN ctia
ngudi me va bao thai. Quy trinh thue hién viée so sanh céc trinh tu doc trinh tu v6i bo gen
dbi chimg gdm trinh tw quan tim, tao ra c4c thé trinh ty thir nghiém. Bude 204. Theo mét s6
phuong an, céc trinh twr doc duge sép thang vai nhiéu hon mot vi tri duoc loai trir. Theo mot
sb phuong an, nhiu trinh tu doc duoc sép théng v6i cing mot vi du dugce loai trir va giam
xuéng thanh mot 1an dém trinh tu doc. Theo mot sb phuong 4n, cac trinh tw doc dugc siip
thing v6i cac vi tri loai trir cling bi loai trlr. Do vay, theo mot s6 phuong 4n, chi ¢6 cac the
khéng du, dugc sép thang duy nhit duoc sép thiang véi cic vi tri khong loé_li trir dwge dém dé
tao ra s6 dém vi trf khong loai trir (s6 dém NES) dé xéac dinh d che phu hodc cdc tham s6

khéc cia moi bin.

Sau d6, quy trinh 200 dua ra cac kich thudc cua cac doan axit nucleic ty do c6 trong
mau thtrnghiém. Theo mot s6 phuong 4n st dung phuong phap giai trinh tu dAu bét cap, kich
thude/dd dai doan chen co thé thu duoc tir cac vi tri ciia mdt cdp trinh ty doc & cac dau cha
doan chén. Cac k¥ thudt khac co thé duoc st dung dé x4c dinh kich thudc doan. Xem budc
205. Sau do, ¢ cac bin cua bd gen d6i chimg, gém c4c bin ¢ trinh ty quan tdm, quy trinh 200
xéc dinh cac tri s6 ctia tham s kich thuéc doan léch vé kich thudc doan dic trung clia mot
trong s6 cac bo gen. Thuét nglt "tham s6 kich thudc doan" chi tham sd ma c6 lién quan dén
kich thudc hodc chiéu dai ctia mot doan hoic mot tap hop gém nhiéu doan nhu cac doan axit
nucleic, vi du, cac doan cfADN thu dugce tir dich thé. Nhu duoc st dung & ddy, mot tham sb
"léch vé phia kich thu¢c hodc khoéing kich thudc cia doan" néu: 1) tham sb nay dugc gin
trong s6 thuan dbi vé6i kich thude hodc khoang kich thude cua doan, vi dy, 6 dém duogc gan
trong s6 ¢ sirc nang hon khi di kém vé6i cac doan c6 kich thude hode khoang kich thude nay
hon d8i véi kich thude hoic khoang kich thude khéc; hodc 2) tham sé thu dugc tir i tri ma
dugce gén trong sb thuan ddi véi kich thude hodc khoang kich thude nay cta doan, vi du, ty
s6 thu dugc tir 6 dém duge gan trong sb co stre nang hon khi di kém véi cac doan ¢ kich
thuée hodc khoang kich thude nay. Kich thude hodc khoang kich thude cia doan co thé la

mot dic trung cua bd gen hodc mot phan cua nd khi bd gen tao ra cac doan axit nucleic dugc
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lam giau hodc c6 su tap trung kich thude hodc khoang kich thudce cao hon so vG1 doan axit

nucleic tr bd gen khac hodc phan khac cua cung mot bg gen.

Theo mdt s phuwong 4n, tham s kich thudc doan 12 sb dém dwoc gan trong s kich
thuge. Theo mot s6 phuong 4n doan dugc gén trong s6 1 trong mot khoang va 0 ngoai khoang
nay. Theo cac phuong an khac, tham s6 kich thuéc doan 13 ty phan hodc ty 1& cua cac doan
trong mot khoang kich thude. Xem bude 206. Theo mot s6 phwong 4n, tri s6 cta tham s kich
thude doan (hodc do che phu nhu néu trén) cua mdi bin dwoc chia cho tri s6 ctia tham sb cua

trinh tu chuan hoa trong cing mot mau thi nghiém, tao ra tham so chuén hoéa.

Sau d6 quy trinh 200 dua ra luge ta chung cia trinh tr quan tdm. Luge ta chung gdm
tri s6 tham s6 ky vong & mdi bin thu duge tir tip huén luyén gém cac miu huén luyén khong
bi bénh. Budc 208. Quy trinh 200 loai bo bién thién chung trong mau huan luyén bing cach
diéu chinh céé tri s6 tham sb chuin héa cua cac thé trinh tir thir nghiém theo cac tri 36 tham
sb ky vong dé thu dugc cac tri $6 dugc hiéu chinh theo luge ta chung ctia tham s6 dbi voi
trinh tu quan tdm. Bude 210. Theo mot 56 phuong 4n, tri s6 k¥ vong cua tham s6 thu dugc tir
tap huén luyén duge tao ra & bude 208 1a gia tri trung binh cua cac mAu huén luyén. Theo mot
s6 phuong 4n, phép toan 2010 didu chinh trj s6 chuén hoa ciia tham sé bang cich liy tri s6
chudn hoa cua tham sb trir di tri s6 k¥ vong ciia tham s6 nay. Theo cic phuong an khéc; phép
toan 210 chia tri $6 chuén hoa ctia tham sb cho tri s6 ky vong lcﬁa tham s nay ciia mdi bin dé

tao ra tri 0 hiéu chinh theo lugc ta chung cuia tham so.

Ngoai hodc thay vi hiéu chinh lugc ta chung, quy trinh 200 loai bo cac do chéch GC
riéng d61 v6i mau thir nghiém béng cach diéu chinh tri s6 tham s6. Nhu duge thé hién ¢ budc
212, quy trinh nay diéu chinh tri 56 tham s6 hidu chinh theo lwgc ta chung dua trén mbi quan
hé gitta mrc ham lugng GC va do che phu dugc hiéu chinh theo Jugc ta chung trong mau thir
nghiém, nho d6 thu duoc tri sb hiéu chinh mau-GC cta tham s6 kich thuge doan. Sau khi didu
chinh bién thién hé théng chung & cac mau hudn luyén khong bi bénh va ¢ cac do léch GC,
quy trinh nay cung cép tri s6 kich thuéc doan duge hibu chinh dbi véi lwge ta chung va/hodc
phuong sai GC, tri s6 nay duoc sir dung dé danh gia CNV cua mau c6 d6 nhay va do dic hiéu.
Theo mdt ‘sé phuong an, tri s6 kich thude doan ¢ thé duoc diéu chinh béng cach st dung

phuong phéap phén tich thanh phan chinh loai bd cac thanh phan ctia phuong sai khong lién
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quan dén bién thé s6 lugng ban sao cua trinh ty quan tAm nhu con duge mo ta vai su tham
chiéu dén budce 719 trén Fig.2F. Theo mot so phwong 4n, tri s6 kich thude doan co thé chinh
x4c héa bing cach loai bo cac bin ngoai lai trong mdt mau nhu duwgc mo ta lién quan dén budce

321 trén Fig.3A.

Quy trinh nhidu nhanh dé x4c dinh s lwong ban sao st dung nhiéu tham sd

Nhu duoc nhin manh & trén, quy trinh dugc mé ta thich hop dé x4c dinh CNV st dung
nhidu tham sb, nhung khéng giéi han & d¢ che phu, do che phu dugce gan trong s6 kich thuédc
doan, kich thudc doan, ph?m hodc ty 1& cua cac doan trong khoang kich thuge xac dinh, muc
metyl hoa cta doan, v.v.. MJi trong sé cac tham s6 nay c6 thé duge xir 1y riéng d& gop phan
riéng biét vao viée x4c dinh CNV cudi cing.

Theo mot sb phuong 4n, cac quy trinh gidng nhau c6 thé duogc 4p dung cho phén tich
do che phu dugc gan trong sb kich thuée va phan tich kich thuéc doan, ca hai la cac tham s6
kich thude doan. Fig.2DD) thé hién luu 6 vé hai nhanh chdng l4n ctia dong quy trinh 600, nhanh
1 cho dd che pht c6 gan trong s6 kich thudc va nhanh 2 cho phén tich kich thudc doan. Theo
phuong an khac khong dugc thé hién trong ban md ta nay, mirc metyl hoa cé thé duoc xir ly
theo mot nhanh khac. Hai nhanh nay c6 thé gdm cac phép toan so sanh duogc dé thu duoc

thong tin dd che phu duge diéu chinh ma viéc xac dinh CNV dya trén thong tin nay.

Phin nhanh don ban dau cta quy trinh bat dau bflng viéc thu dit liéu trinh tu, xem budc
602 va tiép tuc tinh toan s6 dém nhu néu trén, xem budc 612. Tai thoi diém nay, quy trinh thé
hién chia thanh hai nhanh nhu néu trén. Quay tré lai phin ban dau ctia quy trinh, chudi phép
toan bién dbi dit lidu trinh tw thanh cac trinh tu doc. Khi dit ligu trinh ty thu dugc tir viée giai
trinh tu ghép kénh, céc trinh tw doc cling duoc giai ghép kénh dé nhan dién ngudn dit licu.
Xem khéi 604. Cac trinh ty doc sau d6 dugc sap thang véi trinh tu dbi chimg, trong d6 céc
trinh tu doc da sép thang dugc cung cip & dang thé trinh ty. Xem budc 606. Sau d6 céc the
trinh tu dugc loc dé thu dugc cac vi tri khong loai trlr, ma céc vi tri nay 1a cic thé trinh tu
duoc anh xa ro rang, khong duge nhan doi. Cac thé trinh ty duogc sép Xép thanh céc bin ¢6 do
dai trinh tur cu thé nhu 1 kb, 100 kb hogc 1Mb. Xem budc 610. Theo mét s phuong 4n lién
quan dén viée ?hﬁn tich cua meg riéng cho hdi chimg, cac bin c6 o dai 100 kb. Theo mot sb

phuong 4n, cac bin ¢6 d§ bién thién 16n c6 the duge che nho sir dung mat na trinh tu thu duoc
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tr cac miu khong bi bénh theo cach thirc nhur duge mo ta trén Fig.3A, khéi 313. Sau do, cac
thé & cic NES duoc dém dé tao ra do che phu duge chuén hoéa va didu chinh dé phan tich

CNV. Xem budc 612.

Theo phuong an duogc thé hién, cac phép toan 604, 606, 610, va 612 dugc thuc hign
mot 1an va ph?m 16m céc phép toan con lai duoc thuc hién hai 14n, mét lan dé phan tich do
che phu dugc gan trong s6 kich thude (nhanh 1) va mot 14n dé phan tich kich thuéc doan
(nhanh 2). Theo cac phuong 4n khac, mot hodc nhidu phép toan dugc thé hién 1a duoc thuc
hién theo hai nhanh chi dugc thyc hién mot Jan va két qua dugc dung chung cho ca hai qua

trinh. Vi du vé cac phép toan ding chung nay gbm cac phép toan 614, 616, va 618.

Theo cac phuong an duge thé hién, d6 che phu thu duge (sé dém duoc gan trong sb
kich thudc) hoic tham sb kich thude doan (phin hoic ty 1 kich thudc) ciia NES duge chuan
héa bing cach, vi du, chia tri s6.NES cua mdt bin cho tong NES ctia bd gen hodc tap cac
nhiém sic thé chudn hoa. Theo mot s6 phuong an, chi ¢6 do che phu dugc chuin héa, con
tham s6 kich thuéc doan khong can phai chuin héa, do né khong chiu anh hudng boi d sau
clia vide gii trinh tu gidng nhu d6 che phu. Xem khéi 614. Sau dé, theo mot s6 phuong an,
phuong sai chung cho tap huén luyén gdm céc mau khong bi bénh dugc loai bo, phuong sai
nay khong lién quan dén CNV quan tdm. Theo phwong an dugc thé hién, phuong sai chung
dugc biéu dién ¢ dang luge ta song chung thu dugc tir cac mau khong bi bénh theo céach thirc
gidng nhu lugc ta séng chung néu trén. Theo mot s6 phuong 4n nhu dugc thé hién trén Fig.6,
cac mau khong bi bénh duge st dung d8 thu duge luge ta séng chung gdom céc miu Jay tir
cung mot cuvet dong chay hodc mé xur ly. Xem khdi 616. Viéc tinh todn cuvet dong chay
riéng cho séng chung con dugc giai thich dudi ddy. Theo phuwong phap duge thé hién, sau khi
luge ta song chung duge loai bo, cac do che phu duoc hi¢u chinh dbi v6i mire GC trén co s&
riéng cho miu. Xem khéi 616. Mot s thuat toan dé hiéu chinh GC dugc md ta chi tiét dudi
day lién quan dén Fig.3A, khéi 319.

Theo phuong an dwoc thé hién, & ca hai nhanh 1 phan tich d che phu dugc gan trong
s6 va nhanh 2 phan tich kich thude doan, dit liéu c6 thé con dugce loc nhiéu riéng d61 v6i mot
mau cu thé, vi du, dit lidu clia cic bin ngoai 1& ma c6 do che phu rat khac véi cac bin khac ¢

thé duoc loai bo ra khoi phan tich, sy khac nhau nay khong duoc cho la bién thé sb lugng ban
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sao quan tAm. Xem khoi 622. Phép toan loc trong mAu nay cé thé twong tmg véi khéi 321 trén

Fig.3A.

Theo mdt sé phwong 4n, sau khi loc mot mAu, céc tri 6 d6 che pha dugc gan trong sb
cta nhanh 1 va tham s kich thudce doan ctia nhanh 2 duoc lam giau tin hiéu dich hon dbi
chirng. Xem céc budc 624 va 628. Sau do, mdi d6 che phu va tham s kich thudc doan dbi
v6i nhidm sic thé dwoc st dung dé tinh toan dinh luong nhidm séc thé va tri 6 nhiém sdc thé
chuén hoa (normalized chromosome value-NCV) nhu néu trén. Sau d6 NCV ¢6 thé duoc so
sénh véi tiéu chi dé x4c dinh diém thé hién xac suat cia CNV. Xem céc bude 626 va 630. Sau
d6 diém tir hai nhanh c6 thé duge két hop tao ra diém ghép cubi ciing, ma diém nay x4c dinh
¢6 nén xac dinh 1a c6 thé 12nh bdi 1é hay khong. Theo mét s6 phuong 4n, diém cia budc 626
va 630 1a cac sb thong ké thir nghiém t hodc cée tri s6 Z. Theo mét sé phuong 4n, diém cudi
cung 1a tri s6 chi binh phuong. Theo cdc phuong an khac, diém cubi cung 1a binh phuong
trung binh cia hai tri s6 t hodc diém z. Cac phuong phép khac dé két hop hai diém tir hai
nhénh c6 thé duge st dung dé cai thién do nhay va do chon loc trong phat hién CNV. Theo
cach khac, ¢6 thé két hop hai diém tir hai nhanh bang céc phép toan logic, vi du, phép toan
VA hodc phép toan HOAC. Chéng han, khi do nhay cao dugc uu tién dé dam bao am tinh gia
thip, viéc xac dinh CNV ¢6 thé duge thyc hién khi diém cta nhanh 1 hogc nhanh 2 dép timg
tidu chi x4c dinh. Mat khéc, néu d6 nhay cao 1a mong muén dé dam bao dwong tinh gia thap,
vide xdc dinh CNV c6 thé duoc thuc hién chi khi diém cta nhanh 1 VA nhénh 2 dép tmg tiéu

chi xac dinh.

Luu ¥ rng c6 sy thoa hiép gifta do nhay va do chon loc nho st dung phép toan logic
néu trén. Theo mot sé phuong 4n, phuong phép giai trinh ty hai bude duge &p dung dé giai
quyét su thoa hiép nay nhu duoc mo ta thém duéi day. Mot cach van tat, viée cho diém ban
dau cua mot mau duoc so sanh véi ngudng thi nhét tuong déi thép duoc thiét ké dé ting do
nhay va néu diém ciia mau cao hon ngudng thir nhét, mau nay phai trai qua chu ky giai trinh
tu thtt hai, sdu hon chu ky thi nhit. Mau nay sau d6 dugc xur ly va phan tich lai theo quy trinh
gidng v6i quy trinh néu trén. Sau d6 diém thu dugce duge so sanh véi ngudng thit hai twong

d6i cao duogc thiet ké dé cai thién d¢ nhay. Theo mot sO phwong an, cac mau trai qua chu ky
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r 2
A

gi4i trinh tu thir hai c6 s6 diém tuwong doi thap trong s6 cac mau ma c6 s6 diém 16n hon ngudng

thtr nhat, bang cdch nay gidm so lwgng mau can phai giai trinh ty lai.

Theo mdt s6 phuong an, nhanh tht ba str dung tham s6 thtt ba ¢6 thé dugc st dung. Mot
vi du vé nhanh thir ba nay 13 metyl héa. Mac metyl hoa c6 thé dugc xac dinh tryc tiép bing
cach xac dinh mtrc metyl hoa cia axit nucleic cua mAu hodc gian tiép & dang tham s6 turong
quan véi kich thuée doan cua axit nucleic tw do.

r
A

Theo mét s6 phwong 4n, tham sb tht ba nay 1a do che phu hodc tham 36 trén co s6 s6
dém th hai, trong d6 $6 dém 1a dua trén kich thudc doan ngoai kich thudc doan chinh duge
st dung trong tham s6 trén co s& s6 dém tht nhat. Khi cac doan ¢é kich thude tir 80 dén 150
cdp bazo dugc su dung dé tao ra tham s6 s& dém hodc dd che phu, ching loai khoang 70%
két qua ra khoi qua trinh giai trinh tu. O mtc d6. ma céc trinh ty doc loai trur van c6 tin hiéu
hitu ich tiém ning nao d6, thi cc trinh tw doc nay ¢ thé dugc sir dung trong tham s thit ba
ma gém cac trinh tu doc loai trir hoac trinh tu doc ¢ ph'?m dugce lam Iéch vé kich thuéc nam
ngoai hodc chéng lan phﬁn ph?m duoc lam Iéch vé kich thuée duge str dung trong tham 36 thir
nhét. V& mit nay, cac trinh tu doc va céc tri $6 @0 che phu lién quah thu dugec tir cac doan loai
trir ¢6 thé duoc gan trong s6 thap hon. N6i cach khac, tham s6 bién thé s6 luong ban sao duge

inh toan nho st di;ng céc trinh tu doc nay c6 thé dwoc gan cho 14 it quan trong trong viéc Xac
dinh bién thé sé lwong ban sao cudi cung. Theo cich khéc, nhuv néu trén, cac thé nam ngoai
khoang kich thudce trong tham s§ thir nhat ¢ thé co tri $6 Am khi hai bd gen c6 dic tinh trai

nguoc nhau trong hai khoang kich thude.

Theo cac phuong an khac nhau, céc do che phu trong cac quy trinh 200, 220, va 600
duoc 1am 1éch vé phia cac thé cta cac doan ¢ gi6i han ngén hon cla phé kich thuéce doan.
Theo mot s6 phuong an, d che pht dugce lam 1éch veé phia cac thé cua cac doan c6 kich thude
ngén hon tri s6 tinh toan. Theo mot s6 phuong an, dd che phu dugc lam 1éch vé phia thé clia
céc doan trong khoang kich thuéc doan va gi6i han trén ctia khoang nay 1a khoang 150 cap

bazo hoac it hon.

Theo cac phuong 4n khac nhau cua quy trinh 200, 220, va 600, céc trinh tw doc trinh tu
thu ducce béng cach giai trinh tu cac doan axit nucleic tir do ma khong dau tin st dung PCR

r

dé khuéch dai axit nucleic cia cdc doan axit nucleic tu do. Theo céc phuong én khic nhau,

-69-



41317

c4c trinh tu doc thu duoc bang cach giai trinh tu cac doan axit nucleic tw do dén do sau khong
16n hon khoang 6 triéu doan trén mdi mau. Theo mot s0 phwong an, do sau gidi trinh ty khong
16n hon 1 triéu doan trén mdi mau. Theo mdt so phwong an, céc trinh tw doc thu dugc bang

cAch giai trinh ty da thanh phan va s6 luong cac mau dugc ghép it nhét 12 khoang 24.

Theo cac phuong an khéac nhau cua quy trinh 200, 220, va 600, mau thir nghiém gom
huyét twong cia mot ca thé. Theo mot so phuong an, quy trinh ndy con bao gom bude thu axit
nucleic tu do tir mau thir nghiém. Theo mot so phwong an, quy trinh nay con bao gdm budce

giai trinh tur doan axit nucleic tu do ¢6 ngudn goc tr hai hodc nhiéu b gen.

Theo cac phuong an khac nhau vé quy trinh 200, 220, va 600, hai hodc nhiéu b gen
bao gdm céc bd gen cua ngudi me va bao thai. Theo mot s6 phuong an, bién thé s luong ban

sao ¢ trinh ty quan tdm co thé 1énh boi 1é & bd gen cua bao thai.

Theo cac phuong an khac nhau vé quy trinh 200, 220, va 600, hai hodc nhiéu bd gen
bao gdm cic bd gen (r té bao ung thu va sdma. Theo mot s6 phuwong 4n, quy trinh nidy bao
gbm bude st dung bién thé sb lwong ban sao trong bd gen ung thu dé chan doan bénh ung
thu, gidm sat su tién trién ctia bénh ung thu va/hodc xac dinh diéu tri cho bénh ung thu. Theo

mot sé phuong an, bién thé sb luong ban sao giy ra bét thudng vé gen.

Theo mét s6 phuong an vé quy trinh 200, 220, va 600, d6 che pht iéch v& phia cac thé
cua cic doan ¢ gidi han dai cua cua phé kich thuéc doan. Theo mot s6 phuong 4n, do che phu
1éch vé phia céc thé cua cac doan c6 kich thude dai hon tri sb quy dinh. Theo mot sb phuong
4n, do che phi 1éch vé phia thé ctia cac doan trong khoang kich thuée doan va trong do gidi

han dudi ctia khoang nay 12 khoang 150 cép bazo hodc Ion hon.

Theo mot sé phuong 4n vé quy trinh 200, 220, va 600, quy trinh nay con gdm: budc
x4c dinh ¢ cac bin ctia bd gen dbi chimg, g?)m trinh tw quan tdm, mtrc metyl héa cia cac doan
axit nucleic tu do trong bin nay va st dung mic metyl hoa, ngoai hodc thay cho do che phu
tinh toan dugc hoac cac tri b tham sb kich thuge doan dé nhan dién bién thé sb lwgng ban
sac. Theo mot s6 phuong 4n, st dung mitc metyl hoa dé nhan dién bién thé sd luong ban sao
bao gom bude tao ra luge st metyl hoa chung d6i v6i cac bin cla trinh ty quan tdm. Luoc sir
metyl hoa chung gbm cac mirc metyl héa ky vong & it nhét mot bin cua trinh ty quan tam.

Theo mot s phuong 4an, cdc muc metyl hoa ky vong thu duoc tir do dai cta cac doan axit
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nucleic tu do trong tip huin luyén gém cac mau huin luyén khong bi bénh gém cac axit
nucleic duge giai trinh t va cin chinh theo cach thirc vé co ban giéng véi cac doan axit
nucleic ciia mau thir nghiém, mic metyl héa ky vong c6 su khac nhau gifta cac bin. Theo mot
s6 phuong 4n, quy trinh nay bao gdm bude diéu chinh tri s6 mtc metyl héa nhd sir dung cac
mitc metyl héa ky vong & céc bin cta it nhat mot trinh tu quan tAm, nho d6 thu dugc céc tri
s6 muc metyl hoa hiéu chinh theo lugc ta chung cho trinh t quan tim, quy trinh nay con bao
gf‘)m budc nhan dién bién thé s6 lugng ban sao b:‘?mg cach st dung d¢ che phu dugc hi€u chinh
theo lugc ta chung va mirc metyl héa dugc hi€u chinh theo luge ta chung. Theo mdt s6 phuong
4n, budc nhén dién bién thé ) luong ban sao st dung d9 che phtt dugc hiéu chinh theo luge
ta chung va mirc metyl héa duge hiéu chinh theo luge ta chung con bao gdm buée: didu chinh
dd che phu dugce hi€u chinh theo luge ta chung va mirc metyl hoéa duge hiéu chinh theo luge
ta chung dua trén mic ham luong GC, bang cach nay thu dwge d6 che phii dwge hiéu chinh
theo GC va céc tri s6 mitc metyl hoa dugce higu chinh theo GC cho trinh ty quan tdm; va nhan
dién bién thé ) luong ban sao st dung d9 che pht dwgc hiéu chinh theo GC va mtc metyl
héa dugce hi€u chinh theo GC.

Theo mét sd phuong an vé quy trinh 200, 220, va 600, tham 36 kich thuée doan bao
20m phén s6 hodc ty s6 gdm phin cac doan axit nucleic ngoai té bao trong mau thir nghiém
¢6 céac kich thudc doan ngén hon hoac dai hon gia tri ngudng. theo mot ) phuong an, tham
s6 kich thu6c doan gdm phan s gom (i) sé doan trong mAu thir nghiém nam trong khoang
kich thudc thir nhit gdm 110 cip bazo, va (ii) sb doan trong mAu thir nghiém nam trong
khoéng kich thudc thir hai gdm khoang kich thudc thir nhat va cac kich thudc ngoai khoang
kich thuéc tht nhét.

Xéac dinh sb lrong ban sao st dung quy trinh ba nhénh, t¥ s6 hop 18, théng ké t
va/hoic tv 1€ ADN bao thai

Fig.2E thé hién luu d6 v& quy trinh ba nhanh d& wdc lwong sb luong ban sao. Luu db
nay goém ba nhénh quy trinh chdng 14n nhau 700, gdm nhanh 1 (hodc 713A) phan tich d6 che
pht cia céc trinh tu doc lién quan dén cac doan c6 tat ca cac kich thuée, nhanh 2 (hodc 713B)
phan tich dd che phu ctia cac trinh tr doc lién quan dén céc doan c6 kich thude ngén hon va
nhanh 3 (hodc 713C) phan tich vé tin suét trong ddi clia cac trinh tw doc ngén so véi tit ca

cac trinh tu doc.
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Quy trinh 700 twong tu quy trinh 600 v& cach bd tri chung. Cac phép toan duge th¢ hién
boi cac bude 702, 704, 706, 710, 712 cb thé duogc thuc hién theo cich thic giéng hoic twong
tu vdi cac phép toan duge thé hién boi cac bude 602, 604, 606, va 610, va 612. Sau khi thu
duoc sd dém trinh tu doc, d§ che phu duge tinh todn nho st dung cac trinh tu doc cua céc
doan c6 tat ca cac kich thudc thee nhanh 713A. D6 che phi dugce xac dinh nho str dung cac
trinh tu doc cua cac doan ngén theo nhanh 713B. Tan sut ca céc trinh tir doc cua cac doan
ngén $0 v&i toan bo cac trinh tu doc duge xac dinh ¢ nhanh 713C. Tan suét tuong déi ciing
duoc goi la ty 1€ kich thude hodc phan sb kich thugc. N6 1a mot vi du vé dic trung kich thude
doan. Theo mdt s6 phuong 4n, cac doan ngén la cac doan c6 kich thude ngan hon khoéﬁg 150
cdp bazo. Theo cac phuong an khac nhau, céc doan ngin c6 thé c6 kich thuéc nim trong
khoang 50-150, 80-150, hodc 110-150 cdp bazo. Theo mot s6 phuong 4n, nhanh thir ba hodc
nhanh 713C, 1a tiy chon. | |

Dit liéu ciia ba nhanh 713A, 713B, va 713C déu trai qua cac phép ton chuén héa 714,
716, 718, 719, va 722 @& loai bo phuong sai khong lién quan dén s6 luong ban sao cta trinh
tu quan tdm. Cac phép toan chuin hoa niy nim trong céc 6 cua bude 723. Phép toan 714 bao
gdm chuan héa dai lvgng phan tich ctia trinh ty quan tam bang cach chia dai lugng phén tich
cho tong tri s6 cua dai luong ctia trinh tu d6i ching. Budc chudn hoa nay cé thé str dung céc
tri s6 thu duge tir mau thi nghiém. Tuong tu, cac phép toan 718 va 722 chuén hoa dai lugng
phén tich st dung céc tri s6 thu duoc tir mau thir nghiém. Cac phép toan 716 va 719 su dung

céc tri s thu dwoc tir tAp huan luyén gom cac mau khong bi bénh.

Phép toan 716 loai bd phuong sai clia séng chung thu duge tir tap huén luyén gbm cac
mau khong bi bénh, st dung phuong phéap gidng hodc twong ty nhu duge mo ta lién quan dén
bude 616. Phép toan 718 loai bo phuong sai ciia phuong sai GC riéng d6i v6i ca thé sir dung

phuong phéap gidng hodc twong tw nhw duge mo ta lién quan dén bude 618.

Phép toan 719 con loai bé phuong sai bang cach sir dung phuong phéap phén tich thanh
phin chinh (principal component analysis-PCA). Phuong sai dugc loai bo bang phuwong phap
PCA la do cac yéu t6 khong lién quan dén sb luong ban sao cla trinh ty quan tdm. Dai luong
phan tich & mdi bin (d6 che phu, ty 1¢ kich thuéc doan, v.v) cung cp bién s6 doc 1ap cho

PCA, va cac miu cua tap huan luyén khong bi bénh cung cap cic tri so cho céac bién doc lap
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nay. Tét ca cac mau cla tap huén luyén nay gém cac miu ¢6 s6 luong ban sao gidng nhau ctia
trinh tu quan tdm, vi dy, hai ban sao ctia nhi®m sic thé séma, mdt ban sao cua nhidm sfc thé
X (khi cac mau nam gi6i dugce s dung lam cac mau khong bi bénh), hodc hai ban sao cua
nhidm sic thé X (khi cac mau nit gidi duge s dung lam céc mau khong bi bénh). Do viy,
phuong sai ¢ cac mau khong do thé 1énh boi 1é hodc sai phan vé sb luong ban sao. PCA cua

L)

tap hudn luyén tao ra cac thanh phan chinh ma khong lién quan dén sb luong ban sao cua trinh

tur quan tAm. C4c thanh phan chinh nay sau do co thé dugc st dung dé loai bo bieén s6 & mau

thtr nghiém khong lién quan dén s6 lwong ban sao cua trinh ty quan tam.

Theo mot s phurong 4n, phuong sai cia mot hodc nhidu thanh phan chinh duge loai bo
ra khoi dit liéu ctia mau thir nghiém béng cach str dung cac hé s dugce wde tinh tir dit lidu cua
mau khong bi bénh trong ving ndm ngoai trinh ty quan tim. Theo mot s6 phuong 4n, ving
nay 13 tit ca cac nhidm séc thé khoe manh. Ching han, PCA dugc thyc hién trén dir li¢u do
che pht bin da chudn hoa ctia cdc mau chudn huén luyén, do d6 tao ra cc thanh phan chinh
tuong g vai kich thudce trong do phan 16n phuong sai ¢ dit liéu nay c6 thé thu nap. Phuong
sai thu nap dugc khong lién quan dén bién thé s6 luong ban sao & trinh tu quan tdm. Sau khi
céc thanh phan chinh thu dugc tir cac méu chuin h_uén luyén, cac thanh phan nay dugc ap
dung cho dit li¢u thir nghiém. Mo hinh hdi quy tuyén tinh v6i mAu thir nghiém 1a bién s dép
lai va c4c thanh phan chinh 1a céc bién s6 phu thudc dugce tao ra & cac bin tir ving nam ngoai
trinh tu quan tdm. Cac hé sb hoi quy thu dugc duge st dung dé chuén hoa d@ che phti bin cua
ving quan tim bang cach trir di t6 hop tuyén tinh cta céc thanh phén chinh dugc x4c dinh boi
c4c hé sb hdi quy uée tinh. Viéc nay loai bé phwong sai khong lién quan dén CNV ra khoi
trinh tu quan tdm. Xem khéi 719. Dit liéu du duoc st dung cho phén tich xudi. Ngoai ra, phép
toan 722 loai b cac diém dit lidu ngoai 1€ st dung cac phwong phap duo‘c mo ta lién quan

dén bude 622.

Sau khi thuc hién cac phép toan chuin hoa & bude 723, cac tri s do che phi cua tAt ca
céc bin d2 duoc "chudn hoa" dé loai bo cc ngudn bién thé ngoai thé 1énh boi 16 hode bién thé
sb luong ban sao khéc. V& mot ¥ nghia ndo d6, cdc bin cua trinh ty quan tdm duge lam giau
hodc bién dbi twong d6i so v&i cac bin khac nhdm muc dich phat hién bién thé s6 luong ban

sao. Xem budc 724, khong phai la mot phép toan nhung thé hién céac tri s6 d6 che phu thu
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dugce. Céc phép toan chuin hoa & bude 16n 723 ¢6 thé ting tin hidu va/hodc giam nhiéu cia
dai lugng phén tich. Tuwong tu, tri 6 dd che phu ctia cac doan ngén d6i v6i cac bin duge chuin
héa dé loai bo ngu611 bién thé ngoai thé 1énh bbi 1é hodc bién thé s6 luong ban sao khac nhu
duwoc thé hién & bude 728, va thn sé tuong déi cia cac doan ngén (hodc ty 1¢ kich thudc) déi
v6i cac bin duoc chuin hoa theo cach twong tu dé loai bo céc nguén bién thé ngoai thé 1énh
boi 18 hodic bién thé s6 lugng ban sao khac nhw duge thé hién & bude 732. Nhu doi véi bude
724, cac bude 728 va 732 khong phai la cac phép toan nhung thé hién d6 che phu va cac tri
s6 thn s6 twong dbi sau budce 16n xir ly 723. Cén hiéu ring cac phép todn & bude 16n 723 ¢6
thé duoc bién dbi, sip xép lai hodc loai bo. Vi du, theo mot s6 phuong 4n, phép toan PCA 719
khong dugc thue hién. Theo cac phuong 4n khéc, bude hiéu chinh cho phép toan GC 718
khong duoc thue hién. Theo cac phuong 4n khéc, thir ty cﬁa. cac phép toan co thé thay dbi; vi

du, phép toan PCA 719 duoc thyc hién trudce khi hi¢u chinh cho phép toan GC 718.

B0 che phu cua tAt ca cac doan sau khi chuin héa va loai bé phuong sai nhu dugc thé
hién trong bude 724 dugc st dung _dé thu théng ké t & bude 726. Tuong tw, do che phu cua
céc doan ngén sau khi chuin héa va loai bé phuong sai & bude 728 dugc sir dung dé thu duoc
théng ké t & budc 730, va tan sd tuong ddi cta cic doan ngén sau khi chuén hoéa va loai bo

phuong sai dugc thé hién & budc 732 dugce st dung dé thu dugc théng ké t 6 bude 734.

Iig.2F ching minh tai sao can 4p dung thong ké t d8 phan tich s6 lugng ban sao c6 thé
gifip cai thién do chinh x4c ciia phén tich. Fig.2F thé hién, & mdi bang, phan b6 tan s cua dd
che pht bin dugc chudn héa cia trinh tw quan tdm va trinh ty dbi chitng, v6i phan bd cua trinh
tu quan tAm chong 14n va che phan bd cua trinh tu d6i chimg. O bang o trén, do che phu bin
dbi voi mau ¢6 do che phu cao dugc thé hién, c6 trén 6 triéu trinh ty doc; & bang dudi, do che
phu bin dbi véi mau c6 @6 che phu thép dugc thé hién, c6 it hon 2 tridu trinh tu doc. Truc nam
ngang thé hién do che phu chuén héa so v6i d6 che phu trung binh cia trinh tu d6i chimg.
Truc doc thé hién mat do xac sut twong ddi lién quan dén s luong bin c6 tri s6 do che phu
trung binh. Fig.2F 1a mot loai théng ké db. Phan bb dbi véi trinh tw quan tam duge thé hién &
phia trude va phan b6 ctia trinh tu déi chimg duge thé hién phia sau. Trung binh dbi véi phan
b6 clia trinh tu quan tAm thap hon trung binh cua trinh tu d6i chimg, thé hién sd lwgng ban

sao giam & mau. DY léch trung binh giita trinh tw quan tdm va trinh tw doi chimg la tuong tu
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d6i voi mau c6 do che phit cao & bang trén va mAu c6 do che phu thip & bang dudi. Do vay,
dd 1éch trung binh, theo mot s phuong an, c6 thé duoc stir dung d& nhan dién bién thé sb
luong ban sao & trinh ty quan tam. Luu y rdng céc phan bd clia miu c6 do che phi cao c6 cac
phuong sai nhé hon céac phan bd cia mau c6 dd che phu thap. Viéc chi st dung trung binh dé
phan biét hai phan bd khéng thu dugc sai phan gitta hai phan bd nhu viée str dung ca gia tri
trung binh va phuong sai. Théng ké t c6 thé phan 4nh ca gié tri trung binh va phuong sai clia

phan b.

Theo mdt sé phuong 4n, phép toan 726 tinh théng ké t nhu sau:

X1 — X3

trong d6 x1 1a 6 che phu bin cta trinh ty quan tm, x> 1a d§ che phu bin cua vung/trinh
tu ddi ching, s1 1a d6 I&ch chuan cta do che phu cua trinh ty quan tAm, s2 1a do léch chuan
ctia do che phu cua vung tham chiéu, nj 1a s6 bin cua trinh tu quan tdm; va n 1a so bin cung

vung tham chiéu. .

Theo mét s6 phuong 4n, vung tham chiéu gdm tét ca cac nhiém séc thé khoe manh (vi
du, nhiém sic thé ngoai nhidm sic thé ¢6 nhiéu kha ning c6 thé 1énh boi 1&). Theo mot sb
phuong an, vung tham chiéu gdém it nhit mot nhiém sfc thé ngoai trinh ty quan tdm. Theo
mdt sé phwong 4n, ving tham chiéu gdm cac nhidm sac thé khoe manh khong gom trinh tu
quan tam. Theo cdc phuong an khic, ving tham chiéu gdm mot tap nhiém sic thé (vi du, tap
con cac nhiém sic thé dugc chon iy cac nhiém séc thé khoe manh) ma duge xéc dinh c6 kha
nang do tin hiéu tbt nhit cho tap cac mau huin luyén. Theo mot s6 phuong 4n, kha ning do
tin hiéu dua trén kha nag ctia vung tham chiéu phan biét cac bin chira bién thé s6 lwong ban
sa0 v&i cac bin khong chira bién thé sé lugng ban sao. Theo mot s phuong 4n, ving tham
chiéu duoc nhéan dién theo cach thirc twong ty nhu duge str dung dé xac dinh "nhiém séc thé

chuin héa" nhu duge mé ta trong phan c6 ti€u dé "Nhén dién trinh ty chuén hoa."

Quay tro lai Fig.2E, mét hodc nhidu wée tinh ty s6 ADN bao thai (bude 735) ¢6 thé
duoc két hop véi thdng ké bét ky trong s6 cac théng ké t & bude 726, 730 va 734 dé thu duoc

ude tinh thich hop cho mirc boi thé. Xem khdi 736. Theo mdt sd phuong an, mdt hodc nhiéu
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ty 18 ADN bao thai ciia bude 740 thu duge boi quy trinh bét ky trong s6 quy trinh 800 trén
Fig.2G, quy trinh 900 trén Fig.2H, hodc quy trinh 1000 trén Fig.21. Cac quy trinh nay ¢6 thé

duoc thue hién song song nhd st dung mét quy trinh nhw quy trinh 1100 trén Fig.2J.

Fig.2G thé hién quy trinh vi dy dé x4c dinh ty 16 ADN bao thai tir thong tin do che phi
theo mot s6 phuong an thuc hién cta sang ché. Quy trinh 800 bat dau béng viéc thu thong tin
do che phu (vi dy, céc tri s6 dinh luong trinh tw) cta cac mau huin luyén tir tip hu4n luyén.
Xem khéi 802. M&i mAu cia tp huin luyén thu duge tir phu nit mang thai dugc biét 1a mang
bao thai trai. TGc 13, mau chita cfADN cua bao thai trai. Theo mot s6 phuong 4n, phép toan
802 c6 thé thu duge do che pht trinh tu duge chuin héa theo cac cach khac véi dinh lugng
trinh tu nhu dugc mo ta hodc ¢o thé thu duogc cic tri s6 @6 che phu khac.

Sau do6 quy trinh 800 bao gdm budc tinh céc ty 1€ ADN bao thai cla mAau huén luyén.
Theo mét s6 phuong an, ty 16 ADN bao thai c6 thé duge tinh tir trj s6 dinh lugng trinh tu:

Rx; — median(Rx;)
FF;,=-2X -
’ median(Rx;)

trong d6 Rx; 1a dinh lugng trinh ty cho mau bé trai, trung binh (Rx;) 1a trung binh cta
c4c dinh lwong trinh ty dbi véi cac mau bé gai. Theo céc phuong an khac, trung binh hoéc cac
s do c6 xu huéng trung tam khac co thé duwoc sit dung. Theo mot s6 phuong 4n, FF ¢6 thé
thu dugc bang cac phuong phap khéac, nhu tan sb twong dbi ctia nhiém séc thé X va Y. Xem

khéi 804.

Quy trinh 800 con bao 26m budc chia trinh ty d6i chtng thanh nhiéu bin trinh tw con.
Theo mdt sb phuong én, trinh tu d6i ching 1 bd gen hoan chinh. Theo mot sb phuong an,
céc bin 12 bin 100 kb. Theo mét sé phwong 4n, bd gen duge chia thanh 25.000 bin. Sau d6
quy trinh nay tao ra do che phu cua cac bin. Xem budc 806. Theo mot s6 phwong 4n, do che
phu duge st dung & bude 806 thu duge sau khi thuc hién cac phép toan chuin hoa duogc thé
hién & bude 1123 trén Fig.2J. Theo cac phwong an khac, do che phu cta khoang kich thude

khéc ¢6 thé duoc sir dung.

MB&i bin gin véi cac do che phi cia cdc mau trong tap huan luyén. Do viy, doi vi mdi
bin ¢6 thé thu duoc mot twong quan gitta do che phu clia cdc mau va ty 1&¢ ADN bao thai cta

cac mau. Quy trinh 800 gdém budc thu nhan cdc twong quan gitra ty 16 ADN bao thai va do
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che phii déi véi tat ca cac bin. Xem khéi 808. Sau d6é quy trinh nay chon céac bin ¢o tri 50
tuong quan lén hon ngudng. Xem khéi 810. Theo mét s6 phuong an, cac bin ¢6 6000 tri sb
tuong quan cao nhét duoc chon. Muc dich cuia viéc nhén dién céc bin la thé hién su twong
quan cao gitta do che phu va ty 1&¢ ADN bao thai treng céac mau thir nghiém. Sau d6 cac bin
nay ¢6 thé duge st dung dé dur doén ty 16 ADN bao thai trong mu thir nghiém. Méc du cac
mAu hudn luyén 1 cic mAu bao thai trai, nhung twong quan gifra ty 16 ADN bao thai va do

che phti ¢6 thé dugc khéi quat hoa cho cac mau thir nghiém trai va gai.

Bang cach str dung cac bin da chon c6 céc tri s6 twong quan cao, quy trinh thu duoc mé
hinh tuyén tinh lién hé ty 1€ ADN bao thai véi do che phu. Xem budc 812. M&i bin da chon
cung cAp mot bién s6 doc lap cho md hinh tuyén tinh. Do d6, md hinh tuyén tinh thu duoc
cling g@)m tham s6 hoic trong s6 cho mdi bin. Cac trong sé ctia c4c bin duge didu chinh dé
cho mo6 hinh khép véi dit lidu. Sau khi thu duge mo hinh tuyén tinh, quy trinh 8C0 bao gdm
bude ap dung dit 1iéu do che phu trinh tu doc cia miu thir nghiém vao md hinh dé xac dinh
ty 1& ADN bao thai cho mAu thr nghiém. Xem khéi 814. Dit liéu d che phu dugc ap dung
ctia mau thur nghiém la dbi voi cac bin ¢6 twong quan cao gitra ty 16 ADN bao thai va do che
phi. | |

Fig.2] thé hién tién trinh 1100 dé xtr 1y céc trinh ty doc duoc ma thong tin cta ching
¢6 thé duoc sir dung dé thu duoc ude tinh ¥ 1& ADN bao thai. Quy trinh 1100 ¢6 cdc bude xir
ly twong tw nhu quy trinh 600 trén Fig.2D. Cac bude 1102, 1104,.1106, 1110, 1112, 1123,
1114, 1116, 1118, va 1122 lan luot twong ang véi cac bude 602, 604, 606, 610, 612, 623,
614,616, 618, va 622. Theo mot s phuong 4n, mét hodc nhidu phép toén chuén hoa & bude
123 la tuy chon. Nhanh 1 cung cap thong tin d6 che phu, ma c6 thé dugc sir dung & budce 806
cua quy trinh 800 nhu duoc thé hién trén Fig.2G. Sau d6 quy trinh 800 c6 thé tao ra wdc tinh
ty 1&6 ADN bao thai 1150 trén Fig.2J.

Theo mot sb phuong 4n, cic uge tinh ty 16 ADN bao thai (vi dy, 1150 va 1152 trén
Fig.2J) ¢6 thé duoe két hop dé tao ra wéc tinh ty 18 ADN bao thai két hop (vi du, 1154). Céc
phuong phéap khéac nhau cé thé duge st dung dé thu duoc cac ude tinh ty 16 ADN bao thai.
Chang han, ty 16 ADN bao thai ¢6 thé thu duge tir thong tin dd che phi. Xem bude 1150 trén
Fig.2J va quy trinh 800 trén Fig.2G. Theo mot s6 phuong an, ty 18 ADN bao thai cling c6 thé
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dwoc udc tinh tir phan b kich thude ctia cac doan. Xem bude 1152 trén Fig.2J va quy trinh
900 trén Fig.2H. Theo mdt s phuong 4n, ty 18 ADN bao thai cfing c6 thé duge udc tinh tir
phan bd tAn s 8-mer. Xem budce 1152 trén Fig.2J va quy trinh 1000 trén Fig.2L

) mau thir nghiém c6 cfADN ciia bao thai trai, ty 18 ADN bao thai cfing c6 thé duge
woe tinh tir d6 che phd ctia nhiém shc thé Y va/hodc nhibm sic thé X. Theo mot s6 phuong
4n, ude tinh két hop cua ty 16 ADN bao thai (xem, vi du, bude 1155) dbi v6i bao thai trai gia
dinh thu duoc nho st dung thong tin chon tir nhém gdm: ty 18 ADN bao thai thu dugc tir thong
tin d6 che pht cua bin, ty 16 ADN bao thai thu dugc tur thong tin kich thude doan, ty 1€ ADN
bao thai thu duoc tir do che phii ciia nhidm séc thé Y, ty 18 ADN bao thai thu dugc tir nhiém
sic thé X, va td hop bat ky ctia ching. Theo mét s6 phuong 4n, gi6i tinh gia dinh ctia bao thai
thu duwgce nho st dung do che phu cua nhiém séc fthé Y. Hai hodc nhiéu ty 16 ADN bao thai (vi
dy, 1150 va 1152)_ c6 thé két hop theo cac cach khéc nhau dé cung cép wée tinh két hop cua
ty 18 ADN bao thai (vi dy, 1155). Chﬁng han, phuwong phap trung binh hodc trung binh dugc
gan trong s c6 thé dugc sir dung theo mot s6 phwong 4n, trong d6 viéc géan trong s6 ¢6 thé

dua trén do tin cay thong ké cua udc tinh ty 16 ADN bao thai.

Theo mét s phuong an, ue tinh két hop vé ty 18 ADN bao thai dbi voi bao thai gai gia
dinh thu duoc nho st dung thong tin dugc chon tir nhom gém: ty 1& ADN bao thai thu dugc
tir thong tin d6 che phu cua céc bin, ty 16 ADN bao thai thu dugc tir thong tin kich thudc doan

va t6 hop cua chung.

Fig.2H thé hién quy trinh xac dinh ty 16 ADN bao thai tlr thong tin phan b kich thude
theo mot sb phwong 4n. Quy trinh 900 bt dAu bang viéc thu thong tin d¢ che phu (vi du, cac
tri s6 dinh lwong trinh tw) cua céac mAu huén luyén trai tir tap huén luyén. Xem khdi 902. Quy
trinh 900 sau d6 bao gdm bude tinh ty 1& ADN bao thai clia cac mau huén luyén st dung céc

phuong phap néu trén li€n quan dén budc 804. Xem khéi 904.

Quy trinh 900 thue hién chia khoang kich thude thanh cac bin tao cac bin dua trén kich
thude doan va xac dinh tan s6 cua céc trinh tu doc dbi vai céc bin dua trén kich thude doan.
Xem khdi 906. Theo mot sé phuong 4n, tan sb cua céc bin dua trén kich thudc doan thu duge
ma khong cin chudn héa dbi véi céc yéu t6 nhu duge thé hién & budc 1123. Xem nhénh 1124

trén Fig.2J. Theo mot s6 phwong 4n, tan s6 cua cac bin dya trén kich thude doan thu dugc sau
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khi tury y thuce hién cac phép toan chudn hoéa dugc thé hién & bude 1123 trén Fig.2J. Theo mot
s6 phwong 4n, khoang kich thude IS duoc chia thanh 40 bin. Theo mét s phuong 4n, bin &
gi6i han thap gdm céc doan co kich thude nhé hon khoang 55 cip bazo. Theo mét sé phuong
4n, bin & gidi han thap gdm cac doan c6 kich thudce nam trong khoang tir 50 dén 55 cap bazo,
ma loai trr thong tin d6i véi cac trinh ty doc ngin hon 50 bp. Theo mot s6 phuong 4n, bin &
2161 han cao ¢dm céc doan c6 kich thude 16n hon khoang 245 cdp bazo. Theo mot sb phuong
an, bin & gidi han cao gdm céc doan c6 kich thudc nam trong khoang tir 245 dén 250 cap

bazo, ma loai trir thong tin d6i v6i cac trinh tw doc dai hon 250 bp.

Quy trinh 900 tiép tuc bing cach thu nhan mo hinh tuyén tinh lién hé ty 1& ADN bao
thai v&i tan s6 trinh tu doc di véi cac bin trén co s kich thude doan, st dung dit liéu cua cac
mAu hudn luyén. Xem khéi 908. M6 hinh tuyén tinh thu dugc bao gdm céc bién sb doc lap
cho tan s trinh tu doc cta cac bin trén co s& kich thude. M6 hinh nay cing gbm tham s6 hoic
trong sd cho mdi bin trén co sé kich thuée. Cac trong s6 ctia cac bin duge diéu chinh dé cho
m6 hinh khép véi dit liéu. Sau khi thu duge mo-hinh tuyén tinh, quy trinh 900 bao gdm bude
ap dung dit liéu tAn s6 trinh tw doc ctia mAu thir nghiém 1én m6 hinh xéc dinh ty 1€ ADN bao

thai cho mau thtr nghiém. Xem khéi 910.

Theo mot s6 phuong an, tan s6 8-mer c6 thé duoc st dung dé tinh ty 18 ADN bao thai.
Fig.2] thé hién quy trinh vi du 1000 dé xac dinh ty 16 ADN bao thai tir thong tin tan so 8-mer
theo mot s6 phuwong an thuc hién cua sang ché. Quy trinh 1000 bit d4u bang viéc thu thong
tin do che phu (vi du, céc tri s6 dinh luwong trinh tw) cla céac mAu hudn luyén trai tr tdp huén
luyén. Xem khdi 1002. Quy trinh 1000 sau dé bao gdm budc tinh t 1¢ ADN bao thai cta cac

mAu huén luyén str dung cac phuong phap bat ky duge md ta cho bude 804. Xem khéi 1004,

Quy trinh 1000 con gdm budc thu nhan cac tan s 8-mer (vi dy, tht ca cac hoan vi co
thé co6 ctia 4 nucleotit & 8 vi tri) tir cdc trinh tu doc ctia mdi miu huin luyén. Xem khdi 1006.
Theo mdt s6 phuong an, t6i da 65.536 hodc gan sd d6 nhiu 8-mer va tin s6 cla chiing thu
duoc. Theo mot s6 phuong an, cac tin sé 8-mer thu duge ma khong cin chuan héa ddi véi
cic véu 16 nhu duge thé hién ¢ bude 1123. Xem nhanh 1124 trén Fig.2J. Theo mot sé phuwong
4n, tAn s& 8-mer thu duge sau khi tuy y thuc hién cac phép toan chuén héa duge thé hién &

budc 1123 trén Fig.2J.
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Mbi 8-mer gén véi cac tin sb clia cac mAu trong tap huén luyén. Do viy, dbi voi 8-mer
¢6 thé thu duge mot twrong quan gitra tan s6 8-mer ctia cac mAu va ty 16 ADN bao thai cua cac
mau. Quy trinh 1000 gdm bude thu nhan cic twong quan gitta ty 1&¢ ADN bao thai va tan sd
8-mer ddi véi tit ca cac 8-mer. Xem khoi 1008. Sau d6 quy trinh nay chon céc 8-mer ¢ tri
s6 trong quan 1én hon ngudng. Xem khdi 1010. Muc dich cta viéc nhin dién 8-mer la thé
hién sy twong quan cao giita tAn s& 8-mer va ty 1¢ ADN bao thai trong céac mau thir nghiém.
Sau do6 cac bin nay c6 thé dugc str dung dé du doan ty 18 ADN bao thai trong mau thtr nghiém.
Mic du cac mau huin luyén la cac mau bao thai trai, nhung twong quan gitta ty 1&¢ ADN bao
thai va tAn s6 8-mer c6 thé duoc khéi quét héa cho cie mAu thir nghidm trai va gii.

Béng cach str dung cac 8-mer di chon c6 céc tri s6 trong quan cao, quy trinh thu dugc
mé hinh tuyén tinh lién hé ty 1& ADN bao thai véi tAn s 8-mer. Xem khéi 1012. Moi bin da
chon cung cép mot bién s6 doc 1ap cho mo hinh tuyén tinh. Do d6, mo hinh tuyén tinh thu
duoc cling gom tham s6 hodc trong s6 cho mdi bin. Sau khi thu duwgc mé hinh tuyén tinh, quy
trinh 1000 bao gdm bude ap dung dif liéu tAn sb 8-mer cua mau thir nghi¢m 1én m6 hinh xac

dinh ty 16 ADN bao thai cho mau thir nghiém. Xem khéi 1014.

Tro lai Fig.2F, theo mot sé phwong 4n, quy trinh 700 gdm bude thu nhan mirc boi thé
kha di cudi cung trong phép toan 736 nho sir dung théng ké t dua trén do che pht cua tat ca
cac doan duoc cung cip boi phép toan 726, ude tinh ty 1§ ADN bao thai duoc dua ra bdi phép
toan 726, va théng ké t dua trén do che phu cla cac doan ngin duge dua ra boi phép toan 730.
Céc phuong an 4n két hop cac két qua tir nhénh 1 va nhanh 2 str dung md hinh chuén nhiéu
chidu, Theo mot sé phuong 4n dé danh gia CNV, kha ning bdi thé 1 kha ning thé 1énh boi
1&, 1a mot kha ndng ctia mo hinh gia dinh thé 1énh boi 1& (vi du, trisomy hodc monosomy) trix
di kha ning ctia md hinh c6 gia dinh nguyén boi trong d6 m6 hinh nay si dung thong ké t dua
trén do che phi cua tit ca cac doan, ude tinh ty 16 ADN bao thai va théng ké t dua trén do che

phii ctia cac doan ngan 1am dau vao va dua ra kha ndng lam déu ra.
Theo mot s6 phuong an, kha ning ciia mirc boi thé duge the hién la ty so kha nang.
Theo mot s6 phuong 4n, ty s6 kha nang dugc 1ap mé hinh 1a:

_ fotoml q(fftotal) * pl(Tshort' Tall Iffest)

LR
Po (Tshort' Tall)
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trong d6 pi 12 kha ning ma dir liu tir phéan b6 chudn nhiéu chiéu thé hién md hinh 3
ban sao hodc 1 ban sao, po 1a kha ning ma dir liéu dén tir phan bd chuan nhidu chidu thé hién
mo6 hinh 2 ban sao, Tshort, Tait 1 cac diém sb T tinh duoc tir 6 che phu nhiém sfc thé duge tao
ra tir cdc doan ngén va tat ca cac doan, va con q(f f1otqr) 12 phn bd mat do cua ty 16 ADN
bao thai (dugc ude tinh tir dit liéu huén luyén) xem xét 16i lién quar dén uée tinh ty 16 ADN
bao thai. M6 hinh nay iét hop do che phu dugce tao ra tlr cic doan ngén vGi d6 che phu duge
tao ra bdi tat ca cac doan, didu nay giap cai thién viéc phan tach diém ctia d6 che pht cla céc
mau khong bi bénh va méc bénh. Theo phuwong an duoc thé hién, mo hinh nay cling str dung
ty 16 ADN bao thai, nho d6 cai thién thém kha nang phan bict mau bi bénh va mau khong bi
bénh. Do vay, ty s6 hop 1& dugce tinh toan nho st dung théng ké t dua trén do che phti cua tAt
ca céc doan (726), théng ké t dua trén do che phu cua cac doan ngfm (730), va ude tinh ty 1€
ADN bao thai do quy trinh 800 (hodc budc 726), 900,7 hodc 1000 cung cép nhu dugc mo ta &
trén. Theo mot sb phuon_g an, ty sb hop 1& ﬁéy duqc str dung deé phan tich céc nhidm séc thé

13,18, va2l.

Theo mdt s6 phuong 4n, kha nang murc boi thé thu duogc boi phép toan 736 chi str dung
théng ké t thu duoc dya trén tan sd twong ddi cia cac doan ngan thu dugce bdi phép toan 734
cua nhanh 3 va uéce tinh ty 1& ADN bao thai dugc cung cap boi phép toan 726, quy trinh 800,
900, hoic 1000. Ty sd hop 18 ¢6 thé duge tinh todn theo phuong trinh sau:.

fotoml q(fftotal) * pl(Tshort_freq|ffest)

LR =
Po (Tshort_freq)

trong d6 pi 12 kha ning ma dit lidu tr phan b6 chudn nkiéu chiéu thé hign mo hinh 3
ban sao hodc 1 ban sao, po la kha nang ma dit ligu dén tir phéan bd chuin nhiéu chiéu thé hién
m6 hinh 2 ban sa0, Tshortfreq 12 diém s6 T tinh duge tir tAn s6 twong dbi cia cac doan ngan va
q(fftotar) 12 phén bd mét db cia ty 16 ADN bao thai (duge wde tinh tir dix li€u huin luyén)
xem xét 18 lién quan dén wée tinh ty 16 ADN bao thai. Ty s6 hop 1& dugc tinh bang cach st
dung théng ké t trén co s& tan sb tuong dbi cia cac doan ngin (734), va uéc tinh ty 16 ADN
bao thai do quy trinh 800 cung cdp (hoiic budc 726), 900, hodc 1000 néu trén. Theo mot s6

phuong an, ty s6 hop 1& nay duge st dung dé phan tich nhiém sac thé X.
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Theo mdt s6 phwong an, ty s6 hop 18 dugc tinh toan nhd st dung thong ké t dwa trén do
che phu cua tAt ca cac doan (726), thong ké t dwa trén dd che phu ciia cac doan ngén (730), va
tAn s6 twong dbi cia cac doan ngén (734). Ngoai ra, ty 16 ADN bao thai thu dugc néu trén co
thé kbt hop v6i cac théng ké t dé tinh ty s6 hop 1&. Bing cach két hop thong tin tir nhanh bét
ky trong sb ba nhanh 713A, 713B, va 713C, kha ning phan biét danh gid méc boi thé c6 thé
dugc cai thién. Xem,vi du 2 va Fig.12. Theo mdt ) phuong an, cac t6 hop khic nhau co thé
duoc st dung dé thu dugc ty sé hop 1& cho mot nhi®m séc thé, vi du théng ké t cia tat ca ba
nhanh, théng ké t ctia nhanh thi nht va thit hai, ty 16 ADN bao thai va ba thong ké t, ty 1&
ADN béo thai va mot théng ké t. v.v.. Sau do, td hop t6i wu c6 thé duge chon dua trén hiéu

suat cua cac md hinh.

Theo mot sb phuwong an dé danh gia nhidm sic thé thuong, ty sb hop 1& duoc 1ap mod
hinh 1a kha ning ctia dit lidu duoc 1ap m hinh thu duge tir mau thé ba nhiém hodc thé don
nhiém so v&i kha ning cta dit liéu dugc lap md hinh thu dugc mau thé ludng boi. Ty s6 hop
18 nay c6 thé duge st dung dé xac dinh thé ba nhiém hoic thé don cla cdc nhidm sic thé

thuong theo mdt s6 phuong an.

Theo mt s6 phuong an dé dénh gia nhidm sic thé gi6i tinh, ty s6 hop 1& doi voi nhiém
sic thé X va ty s6 hop 18 d6i véi théd ba nhim X duge danh gia. Hon nita, phép do d6 che phu
nhidm she thé (vi du, CN'V hofic diém s ciia d6 che phu z d6i v6i nhiém sfc thé X va diém
sé dbi v6i nhidm sic thé Y ciing c6 thé dugc danh gia. Theo mot s6 phuong 4n, bbn tri s6 nay
dugce danh gia nho st dung cay xéac dinh dé x4c dinh s lwong ban sao cla nhidm séc thé gidi
tinh. Theo mot s6 phuong 4n, cdy xac dinh cho phép xac dinh mirc boi thé 1a XX, XY, X,
XXY, XXX, hoac XYY.

Theo mét sb phwong 4n, ty s6 hop 1& duge bién dbi thanh ty s6 hop 1& logarit va tiéu
chuén hoic ngudng xac dinh thé 1énh boi 1¢ hoiic bién thé sb luong ban sao c6 thé duogc thiét
1ap theo kinh nghiém dé dat dugc d6 nhay va dd chon loc cu thé. Chéng han, ty s6 hop 1&
logarit 14 1,5 ¢6 thé duoc thiét 14p dé xac dinh thé ba nhi®m 13 hogc thé ba nhiém 18 dya trén
dd nhay va do chon loc cia mo hinh khi ap dung 1én mau huin luyén. Ngoai ra, chéng han,
tri s6 tiéu chuin x4c dinh dot bién 12 3 ¢6 thé duoc thiét 1ap cho thé ba nhiém cta nhiém séc

thé 21 trong mot sb tmg dung.
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M6 ta chi tiét vé qua trinh xac dinh d6 che phu trinh tw lam vi du

Fig.3A thé hién vi du v& quy trinh 301 dé giam nhiu trong dit liéu chudi tir mau thir
nghiém. C4c hinh v& tir Fig.3B dén T'ig.37 thé hién cdc phén tich dit ligu & cdc giai doan khac
nhau cua quy trinh. Diéu nay dua ra mot vi du vé& dong quy trinh c6 thé duogc sir dung trong
quy trinh nhiéu bude nhu duge md ta trén Fig.2D.

Quy trinh 301 duoc thé hién trén Fig.3A st dung d che phu thé trinh tu dya vao sb
lugng cac thé xac dinh trinh tw dé uéce luong s6 lugng ban sao. Tuy nhién, tuong tir nhu phﬁn
mo ta trén day vé quy trinh 100 dé xac dinh CNV dua theo Fig.1, céc bién sb hodc tham sb
~ khac, chéng han nhu kich thude, ty 1 kich thude, va muc metyl héa, ¢ thé duoc st dung
thay cho do che phu cho quy trinh 400. Theo mot s6 phuong an thuc hién, hai hodc nhiéu bién
$6 c6 thé khong trai qua cung mot quy trinh @2 thu duge hai diém s6 chi ra xac suit cia CNV,
nhur duge thé hién trén ddy dua theo Fig.2D. Khi d6 hai diém s6 nay c6 thé ¢6 thé duoc két
hop dé xac dinh CNV. Hon nita, do che phﬂ va cac tham sb khac co thé dugc gan trong sb
dua vao kich thugc cua cac doén ma tir do céc thé duogc rut ra. D& d& hiéu, chi ¢ do che phu
duqc. dé cap trong quy trinh 300, nhung can luu y ring cic tham s6 khac nhu kich thude, ty
1& kich thudc, va muc metyl hoa, s6 dém duogc gan trong sb theo kich thuéce, v.v. c6 thé duoc
st dung thay cho d¢ che phu.

Nhu duoc thé hién trén Fig.3A, quy trinh duge md ta bat du véi viée chiét cFADN tir
mdt hodc nhidu mau. Xem khoi 303. Céc quy trinh va thiét bi chiét phu hop dwge mo ta &
phan khéc ctia ban md ta. Trong mdt s phwong 4n, quy trinh chiét cfADN dugc md ta trong
don sang che My s6 61/801,126 ndp ngay 15/03/2013 (dua vién dan toan bo vao ban mo ta
ndy). Theo mét s phuwong 4n thuc hién, thlct bi xtr ly cfADN tu nhidu miu dong thoi cung
cAp céac thu vién ddn kénh va dit liéu trinh ty. Xem céc khdi 305 va 307 trén Fig.3A. Theo
mot s6 phwong éan, thiét bi xir Iy cfADN song song tir tim hodc nhiéu mAu thir nghiém. Nhu
duoc mo ta & phin khéc ciia ban mé ta, hé théng giai trinh tu ¢6 thé xit Iy fADN da chiét dé
tao thu vién gém cac doan cfADN da dugc tao ma (vi du, tao mé thanh). BO giai trinh tu s&€
sép xép thu vién ¢fADN theo trinh tu dé tao ra lugng doc trinh tyr rat Ion. Moi 1an tao ma mau
cho phép giai don kénh céc doan doc trong cac mAu da duge don kénh. Mdi mau trong s6 tam
hodc nhidu mau cé thé c6 hang nghin ho#c hang triéu doan doc. Quy trinh c6 thé loc cac doan

doc trude cac phép toan bo sung trén Fig.3A. Theo mot sO phuong an, loc doan doc la quy
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trinh loc chat lrong van hanh bdi cac chuong trinh phE?m mém duoc thuc hién trong bd giai
trinh tw dé loc ra cac doan doc c6 1561 va chét lwong kém. Vi duy, cdc chuong trinh phﬁn mém
kidm sodt trinh tw (Sequencing Control Software - SCS) Illumina va danh gi4 chung vé trinh
tu va bién thé loc ra cac doan doc c6 131 va chit lwong kém béng cach chuyén d6i dir liéu hinh
anh gdc do cac phan ng trinh ty tao ra thanh diém cuong do, cude goi co s, sip xép diém
chit lugng, va dinh dang bo sung dé cung cép thong tin lién quan dén sinh hoc dé phan tich
xuo6i dong.

Sau khi bo giai trinh tu hodc thiét bi khéc tao ra cac doan doc cho mau, mot bd phan
ctia hé thong s& sép Xép bang mdy tinh cac doan doc thanh mot hé‘ gen chuén. Xem khéi 309.
Viée sép xép duge mo ta & phén khdc ctia ban md ta. Viéc sip xép nay tao ra cac thé chira cac
trinh tu doc véi thong tin vé vi trf dwge chu thich chi 18 cac vi tri dac biét trén h¢ gen chuén.
Theo cac phuong an thuc hién cu thé, hé théng thuc hién sip xép duong thit nhit ma khong
tinh cac doan doc tring nhau, tirc 1a hai hoac nhiéu doan doc c6 cac trinh ty giéng nhau, va
sau do loai bo cac doan doc trung nhau hodc tinh cdc doan doc trung nhau thanh mét doan
doc dé tao ra cac thé x4c dinh trinh ty khong tring 13p. Theo cac phuong an thyc hién khac,
hé théng khong loai bo cac doan doc tring nhau. Theo mot s6 phuong 4n, quy trinh khong
tinh dén cac doan doc dugc didu sap xép dén nhidu vi tri trén hé gen d8 tao ra cac thé sap xép
duy nhét. Trong mot s6 phuong an, cac thé xac dinh trinh tw khong du dugc sap xép duy nhét
ma duoc anh xa thanh céac vi tri khong bi loai trur (nonexcluded site - NES) la co so dé tao ra
s6 dém vi tri khong bi loai trir (NES), cung cap dit lidu dé wéc tinh do che phu.

Nhu d3 dugce giai thich, cac vi trf loai trir 1a cdc vi tri trong cac vung cia hé gen chuén
da duoc loai trir khong dém céc thé xac dinh trinh tu. Theo mot s6 phuong an, vi tri loai trir
dugce tim thé.y nam trong cic ving cua cac nhidm séc thé chta céc trinh tu 1ip lai, vi dy, doan
trung tdm va doan cubi, va cac ving chung gifta cac nh1<§m sic thé nay v6i nhidu hon mot
nhidm séc thé khéc, vi dy, cac ving c6 trén nhidm séc thd Y va ciing ¢6 trén nhidm séc thé X.
Céc vi trf khong loai trir (NES) 1a céc vi trf khong bi loai trix trong mdt hé gen chudn dé dém
cac the xac dinh trinh tu.

Tiép theo, hé thong chia c4c thé da sdp x&p thanh cac bin trén mot hé gen chuin. Xem
khdi 311. Cac bin dugc dzﬁt doc theo chiéu dai ctia hé gen chuin. Theo mdt sb phirong an,

toan bo hé gen chuan dugc chia thanh céc bin lién tiép, cac bin nay c6 thé c6 kich thude xac
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dinh bing nhau (vi du, 100kb). Tuy chon, cac bin ¢6 thé c6 do dai duoc xac dinh dong, c6 thé
dua trén co so tung mau. Do sau trinh tu tic dong dén su lua chon kich thuGe bin t6i wu. Cac
bin ¢6 kich thudc dong co thé co kich thuée dugc xéac dinh bang kich thudc theo thu vién. Vi
du, kich thuéce bin cb thé duogc xac dinh 1a br?mg dd dai trinh ty yéu ciu dé chira trung binh
1000 the.

Mbi bin ¢6 mot s thé tir mau can xem xét. S6 thé nay phan &nh “dd che phu” cla trinh
tu duoce diéu chinh, 1am viéc nhu mot diém bat dau loc hoic 1am sach mau dir licu dé x4c dinh
chinh xéc bién thé sé lugng ban sao trong mau. Fig.3A thé hién cac phép toan don dep trong
chc khbi tir 313 dén 321.

Theo phuong 4n dwgc mod ta trén Fig.3A, quy trinh ap dung mat na cho cac bin cta hé
gen chudn. Xem khdi 313. Heé thong c6 thé loai trir khong xem xét dén @6 che phu trong céc
bin d4 duoc che di trong mot s hodc tat ca cac phép toan theo quy trinh sau dy. Trong nhiéu
trwong hop, cac gid tri do che phu tir cac bin d& dugc che di khong durge xét dén bét ky phép
toan con lai nao trén Fig.3A. »

Theo céc phurong an thuc hién khac nhau, mgt hodc nhiéu mit na duoc 4p dung dé loai
bd céc bin cho cac ving cta hé gen duge tim ra la bidu hién c6 dd bién thé cao gitta mau nay
va mau khéc. Cac mat na nay dugc cung cép cho ca cac nhi®m séc thé quan tdm (vi dy, chrl3,
18, va 21) va cac nhiém sac thé khac. Nhu da dugc giai thich, nhi®m sic thé quan tim 1a
nhi®m séc thé can xem xét do ¢6 thé chira bién thé sb lugng ban sao hodc sai 1éch khac.

Trong mot ) phuong 4n thuc hién, cdc mat na duge nhan biét tir tap huén luyén cua
cac mau dat tiéu chuén bang cach st dung phwong phap sau day. DAu tién, mdi tap huin luyén
mAu duogce xur Iy va loc theo cac bude 315 dén 319 trén Fig.3A. Sau d6, dai lugng che phu
duwoc chuin hoa va duoc hiéu chinh s& duge danh cho mdi bin va cac sb lidu thong ké chéng
han nhu do léch chuén, d6 1éch tuyét dbi trung binh, Vz‘l/hoéc hé sb bién dbi dugc tinh cho mdi
bin. Céc t6 hop loc khac nhau ¢6 thé duoc ude luong cho mdi nhiém sic thé quan tam. Céc
t6 hop loc cung cap mot 16p loc cho céc bin cia nhi®m sic thé quan tim va 16p loc khac cho
céc bin cua tit ca cac nhidm sic thé con lai.

Trong mot ) phuong an thyuc hién, viéc lya chon nhiém sic thé chuan hoéa (hodc nhém
nhiém sic thé) duoc xem xét lai sau khi thu duge cac mat na (vi du, béng cach chon cac

ngudng cit nhiém sic the quan tdim nhu dugc mo ta trén day). Sau khi ap dung mat na trinh
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tu, quy trinh chon (cac) nhiém sfic thé chuin héa c6 thé dugc thuc hién nhu duge md ta &
phan khac ctia ban m6 ta nay. Vi du, tAt ca céc t6 hop nhiém sic thé c6 thé c6 duge danh gid
dudi dang céc nhidm séc thé chudn hoa va xép hang theo kha ning phén bit céc mau bi bénh
va khong bi bénh. Quy trinh nay c6 thé (hodc c6 thé khong) tim ra nhiém séc thé hoic hoic
nhém nhidm séc thé chuén hoa khac biét t&i wu. Theo céc phwong 4n khac, nhidm séc thé
chuin hoa 14 cac nhidm séc thé tao ra tinh bién thién nhé nhét trong dinh luong trinh tu dbi
v6i trinh tu quan tdm qua tAt ca cac mAu dat tiéu chuén. Néu mét nhiém s&c thé hodc nhom
nhidm sic thé chuin hoa khic duge nhén dién, quy trinh tiy ¥ thuc hién viéc nhén dién cac
bin dé loc dugc mo ta trén dy. Co thé (cac) nhidm séc thé chuén hoa méi s€ tao ra cac ngudng
cit méi. A

Theo mot s§ phuong 4n, mit na khac duoce ap dung cho nhidm séc thé Y. Vi du vé mit
na nhidm sic thé Y phu hop dugce mo ta trong don sang ché tam thoi ciia M¥ s6 61/836,057,
nop ngay 17/06/2013 [s6 hd so ARTEP00SP], du’orc d& cap dén t1ong ban md ta sang ché nay
véi muc dich tham khao.

Sau khi hé théllg che theo céch tinh toan céc bin, nd s& chuén hoa theo cach tinh toan
cAc gia tri do che phu ¢ cac bin khong bi loai true bo1 cac miat na. Xem khéi 315. Theo mot sb
phuong an, hé théng chudn héa cac gid tri d0 che phi mau thir nghiém trong mdi bin (vi duy,
s& dém NES trén mdi bin) déi véi phan 16n hodc tAt ca do che phu trong hé gen chuin hoic
mot phan ctia n6 (vi dy, d6 che phu trong cac nhidm séc thé khoe manh cta hé gen chuan).
Trong mot sb truong hop, hé théng chuin hoa cac gid tri dc}. che phu mau thtr nghiém (trén
moi bin) bing cach liy s6 dém cho bin cin xem xét chia cho tdng sb tat ca cac vi tri khong bi
loai trir canh théng theo tit ca céc nhiém sic thé khoe manh trong hé gen chuén. Theo mot s6
phuong an, hé théng chuén hoéa céc gia tri do che phﬁ mAu thir nghiém (trén mdi bin) bing
céch thye hién hdi quy tuyén tinh. Vi dy, du tién 12 hé théng tinh toan d§ che phit cho tép bin
con trong cac nhiém séc thé khoe manh theo cong thitc ya = intercept + slope * gwpa, trong
d6 ya 12 do che phu cho bin a, va gwpa 12 bién dang chung cho cung bin do. Sau d6 hé thong
s& tinh toan cac do che phii duoc chuan hoa zy theo cong thire: z» = yb / (intercept + slope *
gwps) — L.

Nhu da duge giai thich & trén, nhiém séc thé khoe manh 13 nhiém séc thé khong ¢6 kha

ning bi léch boi. Theo mot s6 phwong 4n, cac nhieém sdc thé khoe manh 12 tat ca céc nhiém

-86-



41317

sic thé thuong ngoai cac nhiém séc thé 13, 18, va 21. Theo mot s6 phuong an, cic nhidm séc
thé khoe manh 13 tAt ca cac nhiém sic thé thudng ngoai cac nhidm séc thé duoc xac dinh 13
Jéch khoi hé gen ludng bdi binh thuong.

Gia tri dém bién ddi cia bin hodc d che phu dugc goi 14 "dai lwgng che phu duoc chuin
héa" cho viée xur 1y sau. Viéc chuin héa duogc thuc hién bz:ing cach str dung thong tin riéng
cho mdi mau. Thong thuong, khong c6 thong tin nao tur tap hudn luyén duge st dung. Vide
chuén hoa cho phép cic dai lwgng che phi tir céc mau ¢6 céac kich thude thu vién khac nhau
(vado doco s6 doan doc va thé khac nhau) can duge xtr Iy trén co s¢ binh dang. Mot s6 phép
todn xtr 1V theo sau st dung cac dai luong che phii c6 duge tir cac mau huén luyén ma c6 thé
diro‘c giai trinh tu tr c4c thu vién 16n hodc nhé hon cac thu vién da dung cho mau thtr nghiém
can xem xét. Khong c6 su chuin hoa dya vao s6 lugng doan doc dugc canh thing theo toan
bo hé gen chuan (hoc it nhét la céc‘nhiém sic thé khoe manh), phuwong phap xur 1y st dung
céc tham sb thu duge tu tp huén luyén c6 thé khong tin cdy hodc khong téng quat hoa theo
mot so phuong én thuc hién.

Fig.3B thé hién do che phi qua cac nhiém sdc thé 21, 13, va 18 déi L nhidu miu. Mot
$6 mau duoc xir 1y theo cach khéc nhau. Két qué 14, ¢6 thé thiy su blén i 16n gifta cac miu
khac tai bat ky vi tri gen cho trude. Chuén hoéa gitp lbai b6 mot sb bién dbi gitra cac m?lu.
Phén bén trai cua Fig.3C thé hién cac dai luong che phu dugc chuén héa qua toan bd hé gen.

Theo phuong an trén Fig.3A, hé thdng loai bé‘hoélc lam giam "bién dang chung" ra khoi
cac da1 luong che phu dugc chuin héa sinh ra tr phép toan 315. Xem khéi 317. Phép toan
nay loai bé do léch hé théng trong cac dai lugng che phu dugc chuén hoa sinh ra tir cdu triic
cfia hé gen, quy trinh tao thu vién, va quy trinh giai trinh ty. Ngoai ra, phép toan nay dugce
thet ké dc, hleu chinh do lf‘ch tuyén tinh hé théng bét ky khac v6i bién dang ky vong trong
mau cho trude bat ky. |

Trong mot s6 phv’ono an thufc hién, viéc loa1 bd bién dang chung bao gbm budc liy dai
lwong che phu dwge chuin hoa ctia mdi bin chia cho gié tri ky vong tuong Gng cla mdi bin.
Theo cac phuong an khéc, viéc loai bo bién dang chung bao gdm budec 1ay dai lwong che phu
d‘ﬁc_rc chuén héa cua 1115i bin trir di gid tri ky vong cua mdi bin. Gia tri ky vong c6 thé thu duoc
tr tap hu 4n luyén gém»céo mau khong bi bénh (hodc cac mau cai khong bi bénh a6i voi nhiéﬁ

sic thé X). Cac miu khong bi bénh 1a cac mau tir cdc doi twong riéng 1& da biét la khong co
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dét bién 1éch boi d6i v6i nhiém sic thé quan tm. Theo mot sb phuong 4n thyc hién, viéc loai
bo bién dang chung bao gdm budc 1y dai lugng che phu dugce chuén héa cia mdi bin trir di
gi4 tri ky vong ctia mdi bin (thu dugc tir tp huén luyén). Theo mot s6 phuong 4n, quy trinh
st dung gié tri trung binh cta cac dai lugng che phu duge chuin hoa cho mdi bin nhu duge
xé4c dinh bang cach st dung tap huén luyén. N6i cach khac, cac gia tri trung binh la cac gid tri
ky vong.

Trong mdt s& phuong 4n, viéc loai bo bién dang chung duge thyc hién bang cach st
dung k¥ thuét hiéu chinh tuyén tinh ddi véi su phu thude cua mau do che phu trén bién dang
chung. Nhu da dugc thé hién, bién dang chung la gia tri ky vong ddi véi mdi bin nhu duge
xac dinh tr tap huén luyén (vi du gié tri trung binh déi vai fnéi bin). Cic phuong an nay c6
thé sir dung mo hinh tuyén tinh manh thu duge bang cach 1am cho céc dai lwong che phu dugc
chuin héa ciia mau thur 110h1em khép véi bién dang chung trung binh thu dugc cho mdi bin.
Trong mdt s6 phuong 4n, md hinh tuyén tinh thu duoc bing cach hoi quy cac dai lu(mg che
phu duge chuan héa quan sat duge cla mau dua vao bién dang chung trung binh (hogc gia tri
ky vong khac).

M5 hinh tuyén tinh dwa vao gia dinh rﬁng‘ c4c dai luong che phtt miu ¢6 quan hé tuyén
tinh vé6i cac gia tri bién dang chung, quan hé tuyén tinh nay can duy tri ddi véi ca cic nhiém
sic thé/ving khoe manh va trinh ty quan tdm. Xem Fig.3D. Trong truong hop nay, viéc hoi
quy cac dai lwong che phu mAu duge chuén hoa trén cac dai lugng che phu ky vong ctia bién
dang chung s& tao ra mdt duong co do dbc va hé sb chin. Theo mét sé phuong 4n, do déc va
hé s6 Cth cua duong nay dugce ding d8 tinh toan dai lwong che phu "dugce du dodn" tir gia
tri bién dang chung cho m¢t bin. Trong mot ) phuwrong 4n thyc hién, viéc hi¢u chinh theo bién
dang chung bao gdm budc tao mo hinh cho dai lugng che phu dwgce chuén hoéa cta mdi bin
bing chc dai lwong che phi duge du doan déi véi bin. Theo mot s6 phuong 4n thyc hién, do
che phti ctia cac thé trinh ty thir nghiém duge didu chinh bang cach: (i) thu dugce mbi quan hé
toan hoc gitra do che phu clia céc thé trinh tu thir nghiém so véi do che phu ky vong trong
rthidu bin trong mot hodc nhiéu nhiém séc thé hoic ving khoée manh, va (i) ap dung mdi quan
hé toan hoc ndy vao céc bin ¢ trinh ty quan tdm. Theo mot s6 phuong an thuc hién, cac do
che phu ﬁ"Oﬂg mau tht nghiém duch hiéu chinh bién dbi bang cach st dung quan hé tuyén

tinh gifta cac gia tri d§ che phu ky vong tir cic mau huan luyén khong bi bénh va cac gié tri
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6 che phu cho mau thir nghiém trong cac nhidm sfc thé khoe manh hoiic cac ving khoe manh
khac cia hé gen. Su diéu chinh nay tao ra cac do che phil dugc hiéu chinh theo bién dang
chung. Trong mét sb trudng hop, viée didu chinh nay bao gdm budc thu duge cac do che phit
cho mAu thir nghiém d6i véi tap con gdm cac bin trong cac nhi®m séc thé hoic ving khoe
manh nhu sau:

Ya = intercept + slope * gwpq

trong do y, 12 do che phu cua bin a cho mau thir nghiém trong mot hodc nhiéu nhiém
sic thé hodc ving khoe manh, va gwpa la bién dang chung cho bin a d6i véi cac mﬁu.huén
luyén khong bi bénh. Khi idé quy trinh s& tinh toan d¢ che phi dugc hiu chinh theo bién dang
chung 7zb cho trinh ty hodc ving quan tdm theo cong thic:

zp = yb / (intercept + slope * gwps) — 1

trong d6 ys 1a d§ che phu quan sat duge ctia bin b cho mau thir nghiém & trinh ty quan
tAm (co thé & bén ngoai nhiém séc thé hodc ving khée manh), va gwpb 1a bién dang chung
cho bin b d6i véi cdc mau hun luyén khong bi bénh. Mau s6 (intercept+ slope * gwpb) 1a do
che phu cho bin b dugce du doan 13 cAn phai quan sét trong cac mau thir nghiém khong bi bénh
dua vao mdi quan hé dugc ude tinh tir cac ving khoe manh cua hé gen. Trong truong hop
trinh tu quan tdm co bién thé b luong ban sao, do che phu quan sat dugce va do do gia tri do
che phu dugc higu chinh theo bién dang chung cho bin b s& l&ch twong db1 16n so vé6i dd che
phu cua mau khéng bi bénh. Vi du, do che phi dugc higu chinh zb s& cén xtimg voity 16 ADN
bao thai trong trudng hop cia mau ¢6 thé ba nhidm déi véi cae bin trén nhiém sic thé bi bénh.

Quy trinh chuén héa nay trong mau bang cach tinh toan hé s6 chan va d¢ doc trén cac nhiém

4
-

sic thé khoe manh, va sau d6 danh gia xem vung gen quan tam 1éch nhu thé nao véi méi lien
h¢ (nhu duge md ta bing do dbc va hé s6 chin) ma co oi4 tri dbi v6i cac nhidm séc thé khoe
manh trong cung mot mau. |

Do déc va hé s6 chan thu dugc tu duong nhu duoc thé hién trén Flg 3D. Vidu Ve viée
loai bo bién dang chung duge md ta trén Fig.3C. Bang bén trai thé hién sy bién doi cao gitra
cac bin ¢ céc dai lugng che phu duoc chun hoa qua nhi¢a mau. Bang bén phai cling thé hién
c4c dai luong che phu dugce chuén hoa d6 sau khi loai bo bién dang chung nhu dugc mod ta

trén day.
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Sau khi hé théng loai bod hoac lam gidm cac bién d6i bién dang chung tai khéi 317, hé
théng hiéu chinh cho céc bién ddi ndi dung trong miu GC (guanin-xitozin). Xem khéi 319.
MB&i bin ¢6 su phan chia ty 1 cta chinh né tir GC. Ty 1& duge xac dinh béng cach chia 50
lwong nucleotit G va C trong bin b cho tbng sd nucleotit trong bin (vi du, 100.000). Mot 50
bin s& ¢6 ty 1& GC 16n hon cac bin khac. Nhu dugc thé hién trén Fig.3E va Fig.3F, cac mau
khac nhau thé hién d6 1éch GC khéc nhau. Sy khac nhau nay va viéc hiéu chinh ching s€ dugc
mb ta k§ hon dudi day. Cac hinh ve tir Fig.3E dén Fig.3G thé hién dai lugng che phu duge
chuén hoa c6 bién dang chung dugc hiéu chinh (trén moi bln) dudi dang ham cua ty 1€ GC
(trén mdi bin). Diéu ngac nhién 1 cac mAu khéc nhau thé hién tinh phu thugc GC khac nhau.
Mot s6 mau thé hién tinh phu thudc giam don diéu (nhu trén I ig.3E), trong khi mot sb khac
thé hién tinh phu thudc ¢6 hinh dAu phiy (nhu trén Fig.3F va Fig.3G). Vi cdc bién dang nay
c6 thé 1a duy nhét d6i VGl mdi mau, viée hiéu chinh dugc md ta & budce nay duge thuc hién
riéng biét va duy nhit d8i véi mdi mau ,

Trong mot s6 phu’cmg 4n, hé thong tmh toan sap xép cac bin trén co s6 ty 1€ GC nhu
duogc the hién trén cac hinh vé tir Fig.3E dén Fig.G. Sau d6 hé théng s& hiéu chinh bién dang
chung da hiéu chinh, dai luong che phu_du'(_rc chuin héa cua bin bang cach st dung thong tin
tlr cac bin khéc c6 cung néir dung GC. Viéc hiéu chinh nay dugc 4p dung cho mdi bin khong
duoc che. |

Trong mot ) quy trinh, mdi bin duge hiéu chinh v& ndi dung GC theo cach sau. H¢
thdng tinh foan lwa chon céac bin ¢6 ty 18 GC gidng véi bin cﬁﬁ xem xét va sau d6 xéac dinh
tham s hiéu chinh ti thong tin trong cac bin da chon. Theo mot s6 phuong 4n, céc bin ma co
cung ty 1& GC s& dugc ua chon b%mg cach str dung gia tri loai b6 tirong dé“mg duoc xac dinh
tuy y. Trong mdt vi dy, 2% trong sb tAt ca cac bin dugc chon. Céc bin nay la cac bin nim
trong s6 2% c6 ndi dung GC tuong dé)ng nhét v6i bin cAn xem xét. Vi dy, 1% céc bin ¢6 nhidu
n6i dung GC hon mdt chut va 1% c6 it néi dung GC hon mét chut duoc chon.

St dung cac bin dugc chon, hé théng tinh todn x4c dinh tham $6 hiéu chinh. Trong mot
vi du, tham s6 hiéu chinh 1a gia tri tiéu biéu cua céc dai lugng che phu Vdugc chuin hoa (sau
khi loai bé bién dang chung) trong cac bin duqé chon. Cac vi du vé gia tri tiéu biéu nay bao
gém 56 trung binh cua cac dai luong che phu duge chuén hoéa trong cac bin duoc chon. Hé

théng 4p dung tham 8 hiéu chinh da tinh cho bin cAn xem xét cho dai luong che phu dugc
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chuén héa (sau khi loai bo bién dang chung) cho bin cin xem xét. Theo mot s6 phwong an
thuc hién, gia tri tiéu biéu (vi du, gia tri trung binh) dugc trir di tr dai lugng che phu duge
chudn hoa cta bin cAn xem xét. Theo mdt s6 phuong 4n, gia tri trung binh (hodc gid tri tiéu
biéu khéac) cia cac dai lugng che phi duoc chuin héa duge lua chon bang cach chi st dung
cac dai luong che phu cho cac nhiém séc thé thuong khée manh (tét ca cac nhiém sic thé
thuong ngoal trir cac nhiém sdc thé 13,18, va 21).

Trong mot vi du st dung, vi dy, cac bin 100kD, mdi bin s& ¢ gia tri ty 16 GC duy nhit,
va céc bin dugc chia thanh nhém dua vao ndi dung ty 1& GC ctia nd. Vi du, céc bin duoc chia
thanh 50 nhérh, trong d6 cac bién nhom twong ung véi (0, 2, 4,6, ..., va 100) cac diém phan
vi ciia phan bd %GC. Pai lugng che phu duge chuén hoa trung binh dugc tinh cho mdi nhém
bin tir cac nhidm séc thé khoe manh thuong anh xa dén cing nhém GC (trong mau), va khi
d6 gié tri trung binh duoc trir di tir céc dai lugng che phii dugc chudn héa (d6i véi tht ca co
bin trbng toan bd hé gén trong cung nhom GC). Diéu nay ap dung hiéu chinh GC duge wéce
tinh tir cac nhidm séc thé khoe manh nim trong mau cho trude bét ky cho cac nhiém sic thé
¢6 thé bi bénh trong cting mot mau. Vi du, tAt ca cac bin trén cac nhi®m séc thé khoe manh c6
ndi dung GC nam gitra 0,338660 va 0,344720 duge nhom lai vGi nhau, tinh $6 trung binh cho
nhém nay va ldy d6 che phu dugc chudn héa ctia cac bin ndm trong day GC nay trir di 36 trung
binh d, cac bin ¢6 thé dugc tim thay & moi noi trén hé gen (ngoai trir cac nhidm sic thé 13,
18, 21, va X). Theo mot sé phuong an, nhiém séc thé Y dugc loai trir ra khoi quy trinh hiéu
chinh GC nay.

Fig.3G thé hién viéc ap dung hiéu chinh GC str dung ééc dai lu’grig che phu duoc chuén
héa trung binh lam tham sb hiéu chinh nhu vira dugc md ta. Bang bén trai thé hién cac dzu
lwgng che pht khong duge hiéu chinh so véi bién dang ty 1€ GC. Nhu dugce thé hién, bién
dang c6 dang phi tuyén tinh. Bang bén phai thé hién cac dai lugng che phii duwoc hiéu chinh.
Fig. 311 thé hién céc do che phi duge chudn héa cho nhidu mau trude higu chinh ty 1& GC
(bang trai) va sau hidu chinh ty 1& GC (bang phai). Fig.3I thé hién hé s6 bién dong (coefficient
of variation - CV) cta cac d9 che phu dugc chu4n héa cho nhiéu mau thir nghiém trude hidu
chinh ty 16 GC (mau do6) va sau hiéu chinh ty 16 GC (mau xanh), trong d6 hiéu chinh GC dan

dén su bicn dong twong doi nhé & cac do che phu duoc chuin hoa.
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Quy trinh trén day la phuong 4n thuc hién tuong dbi don gian cua hidu chinh GC. Céc
phuong phap thay thé dé hiéu chinh d0 1éch GC thuc hién ham ndi truc hodc k¥ thuat khép
phi tuyén tinh khic, c6 thé dwoc ap dung trong khoang GC lién tuc va khong yéu cau gop cac
dai lwong che phu bang ndi dung GC. Vi du vé cac k¥ thuat phu hop bao gdm hiéu chinh
Loess lién tuc va hiéu chinh ham ndi truc nhan. Ham didu chinh (fiting function) ¢6 thé rat ra
tur dai hegng che pht duge chuin hoa timg bin so véi ndi dung GC cho mAu cin xem xét. Viée
hiéu chinh cho mdi bin dugc tinh toan bang cach ap dung ndi dung GC cho bin cin xem xét
cho ham diu chinh. Vi du, dai lugng che phu duge chuin héa c6 thé duoc didu chinh bﬁng
cach trir di gia tri do che pht ky vong ctia ham ndi truc tai ndi dung GC cua bin cAn xem xét.
Tuy v, c¢6 thé dat duge didu chinh nay bang cach chia gia tri 49 che phu ky vong theo ham ndi
truc.

Sau_ khi hiéu chinh d6 phu thuéc GC trong thao tac 319, hé thdng loai bo theo tinh toan
céc bin ﬁgoai lé trong mau cé‘n xem x¢t - Xem khdi 321. Phép toan nay c6 thé dugc goi 1a loc
hoz}é cét mau don. Fig.3J thé hién r??mg ngay ca sau khi hiéu .chinh‘GC, d6 che phu v?m co do
bién dong theo timg mau cu thé ¢ cac ving nho. Xem vi du v& do che phu vi tri 1.1 e8 trén
nhiém séc thé 12, & 6 c6 do 1éch cao 1<h6ng mong mudn so véi cac két qua c6 gia tri ky vong.
Co thé do 1éch nay 1a két qua cua bién thé sb lugng ban sao nho trong hé gen vét chét. Tuy v,
didu niy ¢6 thé 1a do cc nguyén nhan k¥ thuat trong khi giai trinh tu khong lién quan dén
bién thé s6 luong ban sao. Thong thudng, phép toan nay chi dp dung cho cac nhiém sic thé
khoe manhf |

Theo mot vi du, cac hé thong loc theo tinh toan cac bin bat ky c6 dai lugng che phu
duge chuin hoa duoc hi¢u chinh GC cua nhiéu hon 3 d6 léch tuyét d6i trung binh so véi trung
binh cua dai lwong che phu dugc chuin hoéa dugc hiéu chinh GC qua tAt ca cac bin trong
nhidm séc thé ¢6 bin cin xem xét loc. Trong mot vi du, gid tri loai bo duge xac dinh 1a 3 do
1éch tuyét déi trung binh duoce didu chinh pha hop v6i do léch chuan, do d6 thue 1€ 1a gia tri
loai bo 1a 1,4826*d¢ 1€ch tuyét d6i trung binh tir gié tri trung binh. Theo mot s6 phuong 4n,
phép toan ndy duoc dp dung cho tit ca cic nhiém sic thé trong mau, bao g0m ca céc nhidm
sic thé kh(")e manh va céc nhiém sic thé nghi ngd ¢6 dot bién 1&ch boi.

Theo cac phuong an thyc hién cy thé, phép todn bd sun gmaco thé du’Qc dinh 10 1a kiém

soat chat lugng duoc thyc hién. Xem khoi 323. Theo mét so phuong an, vie do kiém soat
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chét lwong bao gdm budce do xem ¢6 bét ky nhiém séc thé miu thire tiém ning nao, tic 1a "cac
nhidm séc thé chudn héa" hodc "cac nhiém sic thé khoe manh" bi dot bién 1&ch bdi hodc néu
khong thi khong phu hop cho viéc xac dinh li¢u mau thir nghiém c6 bién thé sb lwgng ban sao
& trinh tw quan tAm hay khong. Khi quy trinh xéac dinh rang nhidm sic thé khoe manh 13 khong
pht hop, quy trinh c6 thé bo qua mau thir nghiém va khong thyc hién xéc dinh dot bién. Theo
cach khac, két qua do QC khong dat c6 thé kich hoat viéc str dung tip nhiém sic thé chuin
héa thay thé dé thuc hién xac dinh dot bién. Trong mét vi du, phuong phap kiém soat chat
luong so sanh céc gia tri do che phu duge chudn hoa chudn danh cho cac nhidm sic thé khoe
manh so v6i cdc gia tri ky vong danh cho céc nhiém séc thé thuong khoe manh. Cac gia tri ky
vong ¢d thé thu duoc bing cach khép md hinh chuin nhidu _bién theo céc bién dang chuin
héa ctia cac mAu hudn luyén khong bi bénh, lya chon cAu triic mo hinh tét nhét theo tinh hop
1¢ cua du liéu hodc tiéu chi Bayesian (vi du, m6 hinh dugc chon bang cach sir dung tiéu chi
thong tin Akaike hodc c6 thé 1a tiéu chi thong tin Bayesian), va 4n dinh md hinh tot nhat aé
dung trong QC. Cac mo hinh chué_n ctia cac nhidm sic thé khoe manh ¢ thé dugc thu bing
cach, vi du, sir dung k§ thuat gop nh(')rh ma nhin dang ham xac suét ¢6 do 1éch trung binh va
do léch chuin cho cac do che phu nhiém séc thé trong céc mau chudn. T4t nhién 12 ciing c6
thé str dung cac dang md hinh khéac. Quy trinh danh gia tinh hcfp 1€ ctia d9 che phu dugc chuén
héa quan sat dugce trong bét ky mau thir nghiém sap t6i c6 cc tham s6 md hinh ¢b dinh. C6
thé thuc hién viée nay bang cach tinh diém mdi mau thtr nghiém sap t6i véi mo hinh dé thu
dwoc tinh hop 18 va qua d6 nhén dang cac gia tri ngoai 1€ lién quan dén tap mau thong thuong.
Do iéch trong tinh hop lé cia mau thit nghiém so v6i do 1éch cua céc mau huén luyén c6 thé
cho théy su bét thudng & cac nhiém séc thé chuén hoa hoic mau c6 mang thanh phﬁn la/ mau
thtr nghiém xtr ly thanh phan la ma co thé dan dén phan loai mau sai. Két qua do QC nay c6
t_hé dugce sir'dung dé lam giam 13i khi phén loai di kem véi cac thanh phan la trong mau nay.
Fig 3K, bang bén phai, thé hién Asé legng nhiérﬁ séc thé trén truc x va truc y thé hién do che
pht nhidm séc thé chuin hoa dua vao két qua so sanh v&i md hinh QC thu dugce nhu duge mo
ta trén day. DG thi nay théuhién mdt miu ¢6 do che phu thira che nhiém sic thé 2 va mau khic
¢6 do che phu thua cho nhidm séc thé 20. Cac mau nay s€ bi loai bo bang cach str dung két
qua do QC dugc md ta ¢ day hoac a6i sang st dung tap nhiém séc thé chudn hoa thay thé.

Bang bén trai trén Fig.3K thé hién NCV so v6i tinh hop 1€ cho mot nhiém séc thé.
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Trinh tu dugc mo ta trén Fig.3A co thé duoc st dung cho tAt ca céac bin cua tit ca cac
nhiém séc thé trong hé gen. Theo mot s6 phuong 4n, quy trinh khac dugc ap dung cho nhiém
sic thé Y. Dé tinh dinh lwgng nhiém sic thé hodc phan doan, NCV, va/hodc NSV, cac dai
lwong che phu dugce chuin hoa dugc hidu chinh (nhu duogc xac dinh trén Fig.3A) tr céc bin
trong cac nhidm sic thé hosc phéan doan dung khi thé hién dinh lugng, NCV, va/hoic NSV
duoc str dung. Xem khéi 325. Theo mot sb phuong 4n, dai lugng che phu duge chuan hoéa
trung binh duogc tinh tu tht ca c4c bin trong nhidm sic thé quan tAm, nhiém sic thé chuan hoa,
phin doan quan tdm, va/hodc phin doan chuén héa dugc dung dé tinh dinh luong trinh tu,
NCV, va/hodc NSV nhu dirge mo ta ¢ phr?m khac ctuia ban mo ta.

Theo mdt s6 phuong 4n, nhiém sic thé Y duoc xir Iy theo cach khac. N6 co thé duogc
le0 bang cach che tap cac bin duy nhét dbi v&i nhidm séc thé Y. Theo mot s6 phuong 4n, viée
loc nhi®m séc thé Y dugc xac dinh theo quy trinh trong don sing ché tam thoi M§ s6
61/836,057, di dugc dua vao 0 trén béng cach vién dan. Theo mot sb phuong an, bd loc che
di cac bin nhd hon cac bin trong bd loc cua cac nhiém séc thé con lai. Vi du, mit na nhiém
séc thé Y c6 thé loc & mitc 1kb, trong khi cidc mat na nhiém séc thé khac 66 thé loc & murc
IOOkb; Tuy nhién, nhiém sac thé Y ¢6 thd duge chuin hoéa & cung kich thude bin nhu cac
nhiém sic thé khac (vi du, 100kb).

Theo mdt ) phuong an, nhiém séc thé Y di duoc loc duqc chuan héa nhu dugc mo ta
trén ddy trong phép toan 315 trén Fig.3A. Tuy nhién, nguoc lai thi nhi®m séc thé Y s& khong
duoc hiéu chinh thém nira. Do d6, céc bin cua nhim sic thé Y khong phai trai qua qua trinh
loai bo bién dang chung. Tuwong tu, céc bin cua nhiém sfc thé Y khong trai qua hiéu chinh
GC hoic cac bude loc khac duge thuc hién sau day. Piéu nay 12 bai vi khi mau duoc xur ly,
quy trinh khong biét day 1 mau duc hay mAu cai. MAu cai can phai khéng c6 doan doc nao

dong chinh v6i nhiém sdc the Y tham chicu.

Tao mit na trinh tw ;

Mot ) phufong an boc 16 ¢ day su dung chién luc loc ra (ho#c che) cac doan doc trinh
tu khong phan biét trén trinh tir quan tim bang cach st dung cac mat na trinh ty, diéu nay tao
ra tin hiéu cao hon va nhiéu thip hon, tvong dbi so véi cac gid tri dugc tinh bang cac phuong
phép thong thudng, & cac gia tri do che phu dugc dung dé danh gia CNV. C4c mit na ndy c6

thé dugc nhan dang b'fmg nhiéu k¥ thuat khac nhau. Theo mot phuong 4n, mit na duge nhén
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dang bang cach st dung k¥ thuat duge thé hién trén cac hinh vé Fig.4A-4B nhu dugc giai
thich chi tiét dudi day.

Theo mot sd phuong an thuc hién, mat na duge nhén dang béng cach sur dung tap hu4n
luyén gém cdc mau dai dién duge biét 14 ¢6 s lwong ban sao binh thudng cua trinh tw quan
tAm. Cac mat na co thé dugc nhan dang bang cach str dung k¥ thut ma trudc tién la chuin
hoa tap huén luyén céc mau, sau d6 hiéu chinh vé su bién thién hé théng trong day trinh tw
(vi du, bién dang), va sau d6 hiéu chinh chiing v& d¢ bién thién GC nhu duge md ta dudi day.
Viéc chuan hoa va hiéu chinh dugc thyc hién trén cac mau tir tip huin luyén, chit khong phai
cac m5ﬁ tha nghiém. Mit na duge nhan dang mot 1an va sau d6 duoc ap dung cho nhiéu méu
thir nghiém.

Fig.4A thé hién luu d6 cho quy trinh 400 dé tao ra mat na trinh ty, mit na nay co thé
duoc ap dung cho mot hoac nhiéu mau thtr nghiém dé loai bo céc bin trén trinh tur dé khong
xém x&t trong&o’c lwong s6 lwong béﬁ sa0. Quy trinh 400 duoc thé hién trén Fig.4 st dung do
che phu thé xac dinh trinh tw dya vao s6 lugng cac thé xac dinh trinh tu dé thu duoc mit na
trinh ty. Tuy nhién, tuong tu nhu phan mb ta trén day vé quy trinh 100 dé x4c dinh CNV dua
theo Fig.1, céc bién sb hodc tham s6 khac, chéng han nhu kich thudec, ty 1€ kich thuée, va mirc
metyl hoa, cd thé duoc st dung dé bd sung hoic thay cho d6 che phti cho quy trinh 400. Theo
mot s6 phuong an thyc hién, mét mat na duoc tao cho mdi tham sb trong s6 hai hoic nhiéu
tham s6. Hon nita, d§ che phu va céo tham s6 khéc 'cé thé dugc gan trong $6 dua vao kich
thudc cﬁé cac doan ma tir d6 cac thé duge rut ra. D& d2 hiéu, chi c6 do che phu duge dé cap
trong quy trinh 400, nhung can luu ¥ rang cac tham s6 khac nhu kich thude, ty 1€ kich thude,
va murc metyl hoa, $6 dém duoc gan trong s6 theo kich thude, v.v. ¢6 thé duogc st dung thay
cho d6 che phu.

Quy trinh 400 bat dau b%lﬂg cach tao tap huén luyén bao gém cac doan doc trinh tu tir
nhidu mAu huin luyén kh@ﬁg bi bénh. Khéi 402. Khi d6 quy trinh can chinh cac doan doc
trinh tyr cua tap hudn luyén {féi hé gen chuin chire trinh tu quan tdm, qua dd tad ra cac the
triﬁh tu huén luyén cho cic mAu huin luyén. Khéi 404. Theo mot s6 phuong an, chi ¢ cac
thé khong du dugc can chinh duy nhét duoc 4nh xa dén cac vi tri khong loai trur 1a dugc dung
cho phén tich sau. Quy trinh bao gdm budc chia h§ gen chuén thanh nhiéu bin va xac dinh

cho mdi mau huan luyén khong bi bénh mot do che phil clia cc thé trinh ty huan luyén trong
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mdi bin cho m&i miu huén luyén. Khdi 406. Quy trinh con x4c dinh cho mdi bin d6 che phu
ky vong cua cac the trinh tur huén luyén trong tht ca cac mAu hun luyén. Khdi 408. Theo mot
s6 phuong 4n, d che phu ky vong cia mdi bin 12 gié tri trung binh cua cac mau huin luyén.
Céc do che phu ky vong tao thanh bién dang chung. Khi d6 quy trinh didu chinh do che phu
clia cac thé trinh tu huén luyén trong moi bin cho mdi miu huin luyén bang cach loai bo sy
bién dong & bién dang chung, qua d6 thu dugc cac do che phu duge hidu chinh theo bién dang
chung cua cac thé trinh ty huén luyén trong cic bin cho mdi mAu huén luyén. Sau d6 quy trinh
tao ra mat na trinh ty bao gém céac bin khong duoc che va dugc che trong hé gen chuén. Mbi
bin da che c6 dic diém phéan bd vugt ngudng che. Dic diém phéﬁ b6 dugc tao cho cc dd che
phi dugc didu chinh cua cac thé trinh tu huén luyén trong bin qua céc mau huén luyén. Theo
mot s6 phuong 4n thuc hién, ngudng che c6 thé lién quan dén do bién thé quan sat dugc trong
6 che phu duoc chuan héa trong bin qua cac mAu huén luyén. Céc bin c6 hé s6 bién thé cao
hodc do léch' tuyét déi trung binh ctia do che phu dugc chuén hoa qua cac mau ¢6 thé duoc
nhan dang dya vao sy phan b6 thue nghiém cta ééc s6 do twong tng. Theo mot s6 phuo’ng an
thay thé, ngudng che c6 thé lién quan dén do bién thé quan sat dugc trong do che phi duge
chuin hoa trong bin qua cac mAu hudn luyén. Cac bin c6 hé sb bién thé cao hoic dd 1&ch tuyét
déi trung binh cta do che phu duge chuin héa qua cac mau c6 thé duoc che di dwa vao su
phan b thuc nghiém cta cac s6 do tuong ting. | _

Trong mot sb phuong 4n thue hién, cac gia tri loai bo ri€ng dé nhan dang céc bin dugc
che, tac 13, cac ngudng che, dugc xac dinh cho nhidém séc thé quan tam va cho tit ca cac
nhidm séc thé khéc. Hon nira, cac ngudng che riéng c6 thé duge xéac dinh cho mdi nhiém séc
thé quan tim mot cach riéng biét, va mot Vngu'(“)"ng che cho tap gdm tat ca cac nhiém sdc thé
khong bi bénh. Vi dy, mit na dua vao ngudng che nhét dinh duoc xac dinh cho nhidm séc thé
13 va ngudng che khac duge dung d& x4c dinh mat na cho cac nhiém sic thé khac. Cac nhiém
sdc thé khong bi bénh c6 thé con ¢6 cac ngudng mit na duge xac dinh cho ting nhidm séc
thé.

Céc t6 hop ngudng che khéc nhau c6 thé duge ude lwong cho mdi nhiém sic thé quan
tam. Cac 6 hop ngudng che tao ra mdt méit na cho cac bin ctia nhidm sic thé quan tdm va mat

na khac cho céac bin cua tat ca cac nhiém sdc thé con lai.
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Theo mot phuong phap, khoang gié tri cho hé s6 bién thién (CV) hoic s6 do gid tri loai
bo phan bd mau duge xac dinh dudi dang céc s6 phf%n tram (vi du, 95, 96, 97, 98, 99) cta
phan b6 thuc nghiém cta cac gia tri CV bin va cdc gia tri loai bo nay dugc ap dung cho tat ca
cac nhidm sic thé thuong ngoai trir cac nhiém séc thé quan tAm. Hon nita, khoang gia tri loai
b6 phan vi cho CV duoc xac dinh cho phan bd CV thuc nghiém va céc gia tri loai bo nay dugc
ap dung cho nhidm séc thé quan tim (vi du, nhiém séc thé 21). Theo mot s6 phuong 4n, cac
nhiém sic thé quan tam la nhidm sic thé X va cac nhidm sic thé 13, 18, va 21. TAt nhién, c6
thé can nhic dén cac phuong phap khéc; vi dy, budc t6i wu héa ridng biét ¢6 thé duge thue
hién cho mSi nhidm séc thé. Cac khoang gia tri can duoc dong thoi t6i wu hoa song song (vi
du, mo6t khoang cho nhiém sic thé quan tam can xem xét va mot khoang khac cho tAt ca céc
nhidm sfc thé khac) xac dinh ludi ) hop loai bo CV. Xem Fig.4B. Hoat dong cua hé théng
trén tap huin luyén duogc danh gid qua hai gia tri loai bé (mot cho cac nhiém sic thé chudn
hoa (hodc cac nhiém sfic thé thuong khac nhiém sic thé quan tAm) va mdt danh cho nhiém
séc thé quan tim), va t6 hop hogt dong tét nhét s& duogc chon cho cAu hinh cubi cung. T6 hop
nay co thé khac nhau déi véi mdi nvhiém sic thé quan tdm. Theo mot s6 phuong 4n, hiéu qua
dugc danh gia trén tap hop 1€ thay cho tap hu_én luyén, tic 1a tinh hop 1€ chéo duge dung daé
danh gia hiéu qua. _

Theo mdt s6 phuong n, hidu qua duge £6i wu hoa dé xac dinh khdéng gia tri loai bo la
hé sé bién ddi cua cac dinh luong nhidm sic thé (dwa vao viéc lya chon thir cac nhiém sic thé
chuédn héa). Quy trinh chon t6 hop céc gid tri loai bo lam giam thidu CV cua dinh lugng nhiém
sic thé (vi dy, ty 18) ctia nhiém sfic thé quan tam bing cach sir dung (cac) nhiém sic thé chuin
hoa hién dang dugc Iya chon. Theo mot phuong phap, quy trinh tht hiéu qua ctia moi t6 hop
gia tri loai bo trong ludi theo cach sau: (1) dp dung t6 hop gia tri loai bo dé xac dinh mit na
cho tht ca céc nhidm séc thé va ap dung cac rhét né d6 dé loc cac thé cua tap huin luyén; (2)
tinh céc do che phii dugc chudn héa qua tap huén luyén ctia cic me:xu‘ khong bi bénh bang cach
4p dung quy trinh trén Fig.3A cho che the da loc; (3) xac dinh d6 che phu duge chuén hoa lam
dai dién trén moi nhiém séc thé by, vi du, cong téng cac d6 che phu dugce chuén héa cta bin
cho nhidm séc thé cin xem xét; (4) tinh céc dinh rong nhidm sic thé bang céch st dung céc
nhidm séc thé chudn hoa hién tai, va (5) xac dinh CV cua céc dink lugng nhidm séc thé. Quy

trinh ¢6 thé danh gia biéu hién ctia cac bd loc duge chon bang cach 4p dung ching cho tap
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mau tht nghiém duoc tach tur phén ban dau cia tap huén luyén. Ttc 13, quy trinh tach tép
huén luyén ban dau thanh céac tip con huén luyén va thir nghiém. Tép con huén luyén duoc
dung dé xac dinh gia tri loai bé mit na nhu duge mo ta trén day.

Theo cac phuong an thay thé, thay vi xac dinh cidc mat na dya vao CV cua cac df che
pht, cac mat na co thé duoc xéc dinh béng viéc phan bd cac diém chét luong 4nh xa tir két
qua sip xép qua céc mau huén luyén trong c4c bin. Diém chit lvong anh xa phan anh tinh duy
nhit ma doan doc duge anh xa dén hé gen chuén. Noi cach khéc, céc diém chit luong 4nh xa
xac dinh sb xac sudt ma doan doc duoc sép xép sai. Diém chét lorong anh xa thép kéo theo
tinh duy nhat thp (x4c sudt sip thing léch 16n). Tihh duy nhét 12 dai lugng chiu trach nhiém
cho mot hodc nhiéu 13i trong trinh tu doan doc (nhu dugc tz,io ra tir bO giai trinh tur). M9 ta chi
1iét vé cac diém chét lwong anh xa dugce viét trong tai liéu cua Li H, Ruan J, Durbin R. (2008)
Mapping short DNA sequencing reads and calling variants u%mg mapping quality scores..
Genonve Research 18:1851- 8, dugc dua vao day bang cach vién dan toan bo Theo mdt s6
phuong an thyc hién, diém chit luong anh xa & day duge goi la didm MapQ. Fig.4B thé hién
rang diém MapQ ¢6 tinh tu:o*ig quan don diéu 16n v6i CV ciia céc do che phit duge xur ly. Vi
dy, céc bin c6 CV cao hon 0,4 gan nhu hoan toan gdp vao phia bén trai cua s 6 trén Fig.4B,
c6 diém l\/fdpQ thip hon khoang 4. Do d6, viéc che di cac bin ¢c6 MapQ nho c6 thé tao ra mit
na kha giéng véi mat na duoc xac dinh bang cach che di cac bin c6 CV cao.

Mau va xir Iy mau

Mau

Cac mau dugce dung dé xac dinh CNV, vi dy, cac dot bién léch boi cua nhiém séc thé,
dot bién 1éch b(”)i mot phf{n va twong tu, ¢6 thé bao gdm cic mau duge lay tir ‘té béo mo, hodc
bd phau bét ky trong d6 cac bién thé sb lugng ban sao d61 v6i mot hoic nhleu [I‘lnh tu quan
tam s& dlIOC xéac dinh. Nhu ky vong thi cac mau chira c4c axit nucleic ¢6 t1 ong t€ bao Va/hoac
axit nucleic "ngoai t& bao" (vi dy, cfADN).

Theo mot s6 phuong én s& ¢6 loi khi thu cac axit nucleic ngoai té bao, vi du, ADN ngoai
& bao (cFADN). Céc axit nucleic ngodi t bao, bao gdm ADN ngodi té bao, ¢6 thé thu duge
bing nhiéu phuong phap da biét trong linh vyc tir cdc mau sinh hoc bao gém nhung khong
gi61 han ¢ hﬁyét tuong, huyét thanh va nudc tiéu (vi du xem tai lidu ctia Fan et al., Proé Natl

Acad Sci 105:16266-16271 [20(’)8];‘ Koide et al.; Prenatal Diagnosis 25:604-607 [2005]; Chen
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et al., Nature Med. 2: 1033-1035 [1996]; Lo et al., Lancet 350: 485-487 [1997]; Botezatu et
al., Clin Chem. 46: 1078-1084, 2000; va Su et al., J Mol. Diagn. 6: 101-107 [2004]). D4 tach
ADN ngoai té bao tir cac té bao trong mau, cic phwong phap bao g0m, nhung khéng gi6i han
& cét phan doan, ly tAm (vi du, ly tdm chénh 1éch ty trong), két tia ADN dic hiéu, hodc phan
loai t& bao luu luong cao va/hodc cac phuong phép tach khac co thé duoe ding. Hién c6 céc
kit ban sin trén thi trudong dé tach cfADN tu dong hodc bang tay (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, Qiagen, Valencia, CA, Macherey-Nagel, Duren, DE). Cac mau sinh hoc bao
gf“)m ¢fADN d3 dugc dung trong cac thir nghiém dé xac dinh sy c6 mit hodc khong cla céc
bét thuong nhiém sac thé, vi dy, thé ba nhiém 21, bfmg cac thir nghiém giai trinh tyr c6 thé
phat hi¢n céc dot bién 1&ch boi ctia nhiém sic thé va/hodc cac hién tuong da hinh khac.

Theo c4c phuong an khac, cfADN c6 trong mau c6 thé duoc lam gidu dac hiéu hodc
khéng dic hidu trude khi sit dung (vi dy, trude khi tao thu vién giai trinh ty). Viéc 1am giau
ADN mau khong dic hiéu chi toan bf) khuéch dai hé gen cua céc doan ADvacf) gen cua mau
¢6 thé duge ding dé 1am ting mtc cia ADN mau trude khi tao thu vién giai trinh tu cfADN.
Viée lam giau ADN mau khdng dic hiéu ¢ thé 13 sy 1am giau ¢6 lya chon cia mot trong hai
hé gen co trong mau bao gém nhiéu hon mot hé gen. Vi dy, sy lam giau khong ddc hidu co
thé c6 tinh lga chon cua hé gen bao thai trong mau me, didu nay co thé thu duoc bing cac
phuong phép da biét dé tang ty 1é twong Gng giita ADN bao thai va ADN clia me trong mau.
Tuy v, su lam giau khong ddc hi€u c6 thé 1a su khuéch dai khong chon loc cta ca hai hé gen
c6 trong mau. Vi du, sy khuéch dai khong dic hidu c6 thé 1a thuéc vé ADN me va con trong
mAu bao gdm hén hop ADN tir cac hé gen ctia me va bao thai. Cac phu'oﬁg phap khuéch dai
toan bo hé gen déu da duoc bibt dén trong thvvu’c. PCR st dung mdi 1a bligonucleotit thoai
bién (degenerate oligonucleotide-primed - DOP), k¥ thuét PCR kéo dai mdi (primer extension
PCR - PEP) va khuéch &ai da dich chuyén (multiple displacement amplification - MDA) 1a vi
du vé cac phuong phap khuéch dai toan bo hé gen. Theo mot s6 phwong 4n, mau bao gdm
hon hop cta cfADN tir cic hé gen khac nhau khong duge lam giau cho cfADN cua cac hé
gen ¢6 trong hén hop. Theo phuong 4n khac, mau bao gom hon hop clia cfADN tir céc hé gen
khée nhau dugc lam giau khong ddc hiéu cho bat ky hé gen n2o c6 mit trong mau.

Mau bao gdm (céc) axit nucleic ma cac phuong phap duge md ta & day dugc ap dung

cho thi thudng bao gdbm mau sinh hoc ("mau thir nghiém"), vi dy, nhu duge mo ta wén day.
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Theo mot sb phuong an, (céc) axit nucleic can loc cho mot hodc nhiéu CNV dugc tinh sach
hoic phén 1ap bang cic phuong phap da biét bat ky.

Theo d6, theo mot sé phuong dn mau bao gdm hoic gdm c6 polynucleotit duoc tinh
sach hodc phén 1ap, hodc ¢ thé bao g@)m cac mau chéng han nhu mAau md, mau dich Iong sinh
hoc, mau té bao, va tuong tu. Céc mau dich 16ng sinh hoc thich hop bao gém, nhung khong
giGi han ¢ mau, huyét tuong, huyét thanh, md héi, nuéce méat, dom, nudc tiéu, dom, dich tai,
bach huyét, nude bot, dich ndo tuy, ravages, dich huyén phu tiy xuwong, dich am dao, dich rura
qua ¢d, dich n#o, dich mang bung, sira, cac chét tiét cua hé ho hép, duong rudt va duong sinh
duc niéu, dich 51, sita, va cdc mau gan bach ciu. Theo mot sb phuong an, mAu 12 mau c6 thé
dé dang thu dugc bé“mg cac quy trinh khong xam lan, vi du, mau, huyét tuong, huyét thanh,
md hoi, nude méat, dom, nude tiéu, dom, dich tai, nuéc bot hodc phan. Theo mot sb phuong
4n mau 12 mau mau ngoai vi, hodc cac phan huyét twong va/hodc huyét thanh ctia mau mau
ngoai vi. Theo cac phwong an khac, mau sinh hoc 12 miéng gac hodc kinh phét, miu sinh thiét,
hoédc nuoi cly té bao. Theo phuwong an khac, mau 12 hdn hop cta hai hodc nhiéu mau sinh hoc,
vi du, mau sinh hoc ¢6 thé bao gf“)m hai hoéc nhiéu mAiu dich long sinh hoc, mAu md, va miu
nuéi cdy té bao. Nhu dugce st dung ¢ ddy, thuat nglt "mau,” "huyét twong" va "huyét thanh"
£3 rang bao gdm céac phan doan hodc cac phan di dugc xur Iy cua n6. Tuong ty, khi mau dugc
lay tir sinh thiét, bang gac, kinh phét, v.v., "miu" rd rang bao gdm phan doan hodc phan da
duge xir Iy ¢6 ngudn gde tir sinh thiét, bang gac, kinh phét, v.v..

Theo mdt s6 phuwong an, cac mAu ¢6 thé thu duge tir cac ngudn, bao gbm, nhung khong
gi6i han 6, cac mau ti nhiing ca thé kh4c nhau, cac mau tir c4c giai doan khac nhau cua cung
mot ca thé hodc tir nhitng ca thé khac nhau, cdc mau tlr cac cd thé mang bénh khéc nhau (vi
du, c4c ca thé méic ung thu hodc nghi ngd c6 r8i loan di truyén), cac ca thé binh thudng, cic
mau thu dwoc & cac gia.i ﬁoan bénh khac nhau trong mot ca thé, cac mau thu dugc tr mot ca
thé tral qua cac qud trinh trj liéu bénh khac nhau, cac mAu tir cac cé thé trai qua cic yéu to
méi truong khac nhau, cc mau tir céc cé thé ¢6 bénh ly bAm sinh, cac mAu cac ca thé phoi
nhiém tac nhan gy bénh lay truyén (vi dy, HIV), va tuong tu.

Theo phwong 4n minh hoa khac nhung khong lam gi6i han sang ché, miu 14 mau me
thu duqé tir c4 thé cai mang thai, vi du phu nit mang thai. Trong truong hop nay. mau c6 thé

duoc phan tich bang c4ch st dung cc phuong phap duge mé ta ¢ day dé cung cap céc chuin
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doan trude khi sinh vé nguy co hinh thanh céc di tat nhidm séc thé & bao thai. MAu me c6 thé
12 miu md, mau dich 16ng sinh hoc, hodc mau té bao. Dich 1éng sinh hoc bao g?)m, day la cac
vi du khong gidi han, mau, huyét tuong, huyét thanh, md hoi, nuée mit, dom, nudc tiéu, dom,
dich tai, bach huyét, nude bot, dich nio tiy, ravages, dich huyén phu tiy xwong, dich am dao,
dich rta qua cd, dich n#o, dich mang bung, siia, cac chét tiét cia hé ho hép, duong rudt va
duong sinh duc niéu, va cac mau gan bach cAu.

Theo phuong 4n minh hoa khac nhung khong lam gidi han sing ché, miu me 14 hon
hgp cda hai hodc nhidu mAu sinh hoc, vi du, mau sinh hoc ¢ thé bao gém hai hodc nhiéu mau
dich 1ong sinh hoc, miu mé, v mAu nuéi cy té bao. Theo mot sb phud‘ng 4n, mau 12 mau c6
thé d& dang thu duge bang céc quy trinh khong xam 14n, vi du, méu, huyét tuong, huyét thanh,
md hoi, nude mat, dom, nudc tiéu, stra, dom, dich tai, nude bot va phan. Theo mét sb phuong
4n, mau sinh hoc l1a mAau mau ngoai vi, va/hodc cac phén huyét tuong va huyét thanh cta mau
méu ngoai vi. Theo cac phuong an khéc, miu sinh hoc 12 miéng gac hoic kinh phét, miu sinh
thiét, hodc mﬁu nuoi céy t& bao. Nhu da boc 10 trén day, thuit nglt "maéu," "huyét twong" va
"huyét thanh" rd rang bao gdm cac phan doan hodc cac phﬁn da dugc xtr Iy cua nd. Tuong tu,
trong do mau duogc léy tir sinh thiét, bang gac, kinh phéfc, v.v., "mau" rd rang bao gém phéan
doan hodc phan di dugce xu 1y c6 ngudn gdc tir sinh thiét, bang gac, kinh phét, v.v..

Theo mdt ) phuong an, cac mau c6 thé con thu duoc tlr cac té bao, md nudi céy trong
6ng nghiém, hodc cc ngudn chira polynucleotit khac. Céc mﬁu nuéiv cdy c6 thé dugc Jay tir
céc ngudn bao gdm, nhung khong gidi han &, cac mé nudi cay (vi du, md hodc céc té bao)
duogc duy tri trong cdc moi trudng va diéu kién khac nhau (vi du, pH, ap suét, hodc nhiét dd),
cac mé nudi cdy (vi du, md hodc cac té bao) duoc duy tri trong khoang thoi gian khac nhau,
cac mé nuoi céy (vi dy, mo hodc cac 1€ bao) dugc xir ly béng cac yéu t5 hodc thude thir khac
nhau (vi du, thube tng vién, hodc chét diéu bién), ho#c cdc meé nudi céy thudc loai mo va/hodc
cac té bao khéac nhau.

Céac phwong phép phén 1ap cac axit nucleic tir cac ngudn sinh hoc da dugce biét 16 va s&
khac nhau tiry theo ban chét cia ngudn. Nguoi ¢b hiéu biét trung binh trong linh vuc hoan
toan c6 thé phan lap (ééc) axit nucleic tur ngudn khi cin cho phuong phép duoc mo ta ¢ day.
Trong mdt s6 truong hop, c6 thé c6 loi khi phan doan céc phén tir axit nucleic trong mau axit

nucleic. Viéc phan doan c6 thé ngau nhién, hodc c6 the ddc hicu dat duoc, vi du, bang cach
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st dung su phan cit bing enzym cét giéi han. Phuong phap phan doan ngau nhién dugc biét
10 trong linh vyce, va bao gém, vi du, phan cit b?ms ADNaza gidi han, xtr ly kiém va cit vat
ly. Theo mdt phuong an, cac axit nucleic mau thu duge tir cfADN khdng trai qua budc phan
doan.

Tao thie vién gidi trinh ty

Theo mot phwong 4n, cac phuong phap dwgc md ta & day co thé st dung cc cong nghé
giai trinh tu thé hé tiép theo (NGS), cho phép nhidu mau duoc gidi trinh ty riéng duéi dang
c4c phan tir thude hé gen (ttc 13, gii trinh tyr don phirc) ho#ic dudi dang cac mau chung bao
g6m cac phan tir thudc hé gen dugc tao chi sb (vi du, giai trinh ty phic) trén mét chu trinh
giai trinh ty. Cac phuong phéap nay co thé tao ra hang tram triéu doan doc cta céc trinh tu
ADN. Theo cac phuong an khac nhau, cic trinh tu axit nucleic bd gen, Vz\l/hOETletl‘inh tu axit
nucleic bd gen dugce tao chi s6 ¢6 thé duoc xac dinh bﬁng cach st dung, vi dy, cac cong nghé
giai trinh tu thé hé tiép theo (NGS) dwgc mo ta ¢ day. Theo cac phuong an khac nhau, viéc
phan tich lugng dit liéu trinh ty khéng 16 thu dugce bang cach sir dung NGS ¢6 the dugc thue
hién bang cach st dung mot hodc nhiéu bo xur Iy nhu duge md ta & day y.

Theo cac phwong dn khac nhau, viée stt dung céc cong nghe_: giai trinh ty nay khong yéu
cau viée tao thu vién giai trinh tu.

Tuy nhién, theo mot s6 phuong 4an, cac phuong phép giai trinh tu duorc du tinh ¢ day
yeu cAu viéc tao thu vién giai trinh tu. Theo mot phuong an minh hoa, viéc tao thu vién giai
trinh tir ta0 gdm bude tao tap hop ngau nhién gdm cac doan ADN (vi du, cac polynucleotit)
dwoc bién ddi phu hop sin sang duge giai trinh tw. Cac thu vién giai trinh tu gbm céc
polynuclootit ¢ thé duoc tao ra tir ADN hodc ARN, bao gdm céc dang twong duong, dang
tuong tu cua ADN hoefz.ck cADN, vi du, ADN hoéc cADN 12 ADN bb sung ho#c ban sao dugc
tao ra tr khuén ARN, nho hoat dong clia enzym phién ma nguoc. Cac polynucleotit ¢co thé
bét nguén ] daﬁg soi doi (vi du, dsADN chéng han nhu céc doan ADN thudc hé gen, cADN,
cac san phém khuéch dai PCR, va twong tw) hoac, theo mot s6 phwong én. céc polynucleotit
c6 thé bat nguon tir dang s¢i don (vi dy, ssADN, ARN, v.v.) va chuyén d6i thanh dang dsADN.
Vi du, theo mot sb phuong 4n, cac phan tr mARN soi don ¢6 thé dugc sao chép thanh cac
cADN soi d6i phu hop dung trong viéc tao fthu’ vién giai trmh tu. Trinh ty chmh XAac cua cac

phan tr polynucleotit so cap thuong khong quan trong d61 v6i phurong phép tao thu vién, va
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¢6 thé di duge biét dén hodc chwa. Theo mdt phwong an, cic phan tir polynucleotit 1a cac
phéan t¢ ADN. Cu thé hon, theo mot s& phuong an, cac phén tir polynucleotit thé hién toan bd
ph?m bd sung di truyén ctia mot sinh vat hodc gan nhu toan bd phan bd sung di truyén clia mot
sinh vat, va 13 cdc phan tt ADN b¢ gen (vi du, ADN té bao, ADN ngoai té bao (cfADN),
v.v.), thudng bao gdm ca trinh ty intron va trinh tw exon (trinh ty ma hoa), ciing nhu céc trinh
tu didu hoa khong ma héa ching han nhu céc trinh ty gen khoi d4u va gen tang cuong. Theo
mdt sé phuong 4n, cac phan tir polynucleotit so cép bao gdm céc phan tr ADN ciia bd gen
ngudi, vi dy, cac phan tr cfADN c6 trong mau ngoai vi ciia nguoi mang thai.

Viée tao céc thu vién giai trinh ty cho mdt sé nén tang giai trinh ty NGS dugc tao dicu
kién thuan loi hon nho ding cac polynucleotit c6 khodng kich thude doan dac hiéu. Viéc diéu
ché céc thu vién nay thuong bao gdm viéc phan doan cic polynucleotit 16n (vi du ADN bd
gen clia té bao) dé thu dugc cac polynucleotit ndm trong khoang kich thudc ky vong.

Viéc phan doan c6 thé dat dugo bing céc phuong phap bit ky ma ngudi c6 hiéu biet
trung binh trong linh vyc déu biét. Vi du, viéc phan doan c6 thé dat duogc béng cac phuong
tién co hoc bao g(‘Sm; nhung khong giéi han ¢ khi dung hoa, séng si€u am va cit thiy luc. Tuy
nhién viéc phan doan co hoc nay thuong ché khung chinh ADN tai cac lién két C-0, P-O va
C-C tao ra hdn hop khong dong nhét ctia céc dAu bang va cac diu nhd & dau 3' va 5' véi lién
két C-0, P-O va/ C-C bi bé gdy (xem, vi du, Alnemri and Liwack, J Biol. Chem 265:17323-
17333 [1990]; Richards and Boyer, ] Mol Biol 11:327-240 [1965]) c6 thé can dugc sia chita
do chung c6 thé thiéu 5'-phosphat can thiét cho cac phan (ng enzym tiép theo, vi du, bude nbi
céc trinh tu ndi (adaptor) gidi trinh tyr ma can thiét dé tao ADN dé giai trinh tu.

Nguoc lai, cfADN, thuong ton tai dudi dang cac phan doan c6 it hon 300 cép bazo va
do d6, viéc phan doan thuong la khong cAn thiét dé tao thu vién giai trinh tu bang cach sir
dung cic mau cfADN.

Thong thuong, dit cac polynucleotit bi budc phai phan doan (vi dy, duoc phan doan
trong 6ng nghiém), hay ton tai tw nhién du6i dang céc doan, ching cling dugc chuyén dbi
thanh ADN dau bang c¢é 5'-phosphat va 3'-hydroxyl. Céc giao thirc chuén, vi dy, giao thirc
giai trinh tu bang cach st dung, vi du, nén tang Illumina nhu dugc mo ta & phan khéc ctia ban

md ta, huéng dan ngudi ding stta ddu ADN mau, tinh sach cc san pham duge sira dau trude
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khi tao dudi dA, va tinh sach céc san phim tao dudi dA true cc bude néi trinh ty ndi ciia
qua trinh tao thw vién.

Céc phwong 4n khac nhau cta cac phuong phap tao thu vién giai trinh tu duoc mo ta &
day loai bd yéu cau thue hién mot hoic nhiéu buéc thuong bi bit budc boi cac giao thirc chuin
@& thu duge ché phdm ADN c6 thé dugc giai trinh tu boi NGS. Phuong phép rit gon (phuong
phap ABB), phuong phap 1 bude, va phuong phéap 2 bude 1a cac vi du vé phwong phap tao
thu vién giai trinh tu, c6 thé duoc tim thdy & don sang ché s6 13/555,037 ndp ngay 20/07/2012,
dua vién dan toan bd vao ban mo ta nay.

Cdc axit nucleic ddnh dau dé theo ddi va xdc nhdn tinh nguyén ven cua mau

Theo cac phuong an khac nhau, viéc x4c minh tinh nguyén ven cua cac mau va theo doi
mau c6 thé duge hoan thanh bang cach giai trinh tw cho cac hdn hop cua cac mau axit nucleic
bd gen, vi du, cfADN, va céc axit nucleic danh diu di kém ma d3 duoc dua vao cac mau, vi
du, trede khi xu ly. _

Cic axit nucleic danh dAu c6 thé duoc két hop v6i mAu thir nghiém (vi dy, mau ngudn
sinh hoc) va trai qua cac qua trinh bao gdm, vi du, mot hodc nhiéu bude trong s& phan doan
mAu nguon sinh hoc, vi dy, thu phan huyét tuong vé& co ban 1a ngoai té bao tir toan bd mau
méu, tinh sach cac axit nucleic tir huyét twong da phan doan, hodc mAu ngudn sinh hoc khong
duoc phan doan, vi d1_1' nhu mau md, va giai trinh ty. Theo mot s6 phuong 4n, viéc giai trinh
tu bao gém buéce tao thu vién giéi trinh tu. Trinh ty hodc t6 hop céc trinh tu cua cac phan tir
danh diu duoc két hop v6i mau ngudn duge choc lam mAu ngudn duy nhit. Theo mot 56
phuong dn, tAt ca cac phan tir danh ddu duy nht trong mau déu cé cling trinh tw. Theo cac
phuong an khac cac phan tu danh du duy nhét trong mau Ia nhidu trinh tw, vi du, t6 hop clia
hai, ba, bon, ndm, sau, bay, tam, chin, 10, 15, 20, hodc nhiéu trinh tu khéac nhau.

Theo mdt phuwong an, tinh nguyén ven cua mau c6 thé duge xac nhan bang cach st dung
nhiéu phén tir axit nucleic danh dAu c6 cac trinh ty giéng nhau. Tuy ¥, tinh ddng nhét cia mau
c6 thé duge x4c nhan bang cach st dung nhiéu phén tr axit nucleic danh dAu c6 it nhat hai, it
nhét bd it nhit bdn, it nhat nam, it nhét sau, it nha at bay, it nhét tam, it nhat chin, it nhét mudi,
it nhat 11, it nhat 12, it nhét 13, {t nhat 14, it nhét 15, it nhét 16, it nhét 17, it nhét 18, it nhét
19, it nbit 20, it nhét 25, it nhat 30, it nhét 35, it nhat 40, it nhat 50, hodc nhidu trinh ty khac

nhau. Viéc x4c minh tinh nguyén ven ctia nhiéu mau sinh hoc, tirc 13, hai hodc nhiéu mau sinh
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hoc, doi hoi mdi mau trong s6 hai hodic nhidu mau duge ddnh dAu boi cac axit nucleic danh
dAu c6 trinh ty duy nhit déi v6i mdi miu thtr nghiém trong sé nhiéu dang duoc danh diu. Vi
du, mau thiy nhét c6 thé duoc danh du boi cac axit nucleic danh diu c6 trinh tu A, va mau
thtt hai ¢6 thé dugc danh dau boi cac axit nucleic danh diu c6 trinh tu B. Tuy ¥, mau thit nhat
6 thé duge danh dAu boi tat ca cac phan tir axit nucleic danh dAu co trinh tu A, va mau thi
hai ¢6 thé duge danh du bai hdn hop ciia cc trinh tw B va C, trong do céc trinh tw A, B va
C 1a céc phén tir danh dau c6 trinh ty khéc nhau.

(Cac) axit nucleic danh dAu c6 thé duge thém vao mau & giai doan tao mau bat ky ma
xdy ra trudc budce tao thu vién (néu can tao thu vién) va giai trinh ty. Theo mot phuong én,
cac phén tu danh dAu c6 thé duoc két hop véi mau nguén chua dugce xtr ly. Vi dy, cac axit
nucleic danh déu c6 thé dwoc dwa vao éng thu gom ding dé 14y mau mau. Tuy y, cac axit
nucleic danh diu c6 thé duoc thém vao miu méau sau khi 14y mau. Theo mot phuong 4n, cac
axit nucleic dénh ddu duoc thém vao binh ding dé dyng mAu dich long sinh hoc, vi du, (c4c)
axit nucleic d4nh ddu dugc thém vao éng liy mau ding dé 14y mau mau. Theo phuong 4n
khac, (cac) axit nucleic d4nh dau duogc thém vao mot phén ctia mau dich 16ng sinh hoc. Vi du,
c4c axit nucleic danh dau duge thém Vio phan huyét twong va/hodc huyét thanh ctia miu mau,
vi du, mau hu_yét twong ctia ngudi me. Theo phwong an khéc nita, cic phan tr danh dau dugc
thém vao mau duge tinh sach, vi dy, mau axit nucleic d3 dugc tinh sach tir mau sinh hoc. Vi
du, cic axit nucleic ddnh dAu duoc thém vao mau cfADN duogc tinh sach cua me va bao thai.
Tuong tu, cac axit nucleic danh dAu c6 thé dugc thém vao mau sinh thiét trude khi xu 1y mau
thir nghiém. Theo mot $6 phuong an, cic axit nucleic danh du c6 thé duge két hop vai chét
mang van chuyén cac phﬁn tir danh d4u vio cac té bao ctia mAu sinh hoc. Céc chat mang van
chuyén té bao bao gdm cac hat m& cation va nhay v&i pH. |

Theo céc phuong an khac nhau, cac phan tr danh dAu c6 cac trinh ty bo sung véi bd
gen, dy la céc trinh ty khong ¢o6 trong h€ gen cua mau ngudn sinh hoc. Theo mot phuong 4n
mau, cac phan tir danh du duoc ding dé xac minh tinh nguyén ven clia mau ngudn sinh hoc
& ngudi ¢ cac trinh tur khong xudt hién & hé gen ngudi. Theo mot phuong 4n thay thé, céc
phén tir danh ddu c6 céc trinh tr khong xudt hién & mau ngudn va & bat ky mot hoge nhiéu hé
gen da biét khéac. Vi dy, cac phan tr danh diu ma duoc dung dé x4c minh tinh nguyén ven

cia mau nguon sinh hoc & ngudi c6 cac trinh ty khong xuat hién ¢ h¢ gen ngudi va hé gen
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chudt. Phuong 4n nay cho phép xdc nhén tinh nguyén ven cua mAu thit nghiém gdm hai hoic
nhidu hé gen. Vi dy, tinh nguyén ven cia ADN mAu ngoai té bao & nguoi thu duge tir d6i
tuong bi bénh bot mam bénh, vi duy, vi khuén, cé thé duge xac minh b%mg cach str dung céc
phan t dédnh diu c6 cac trinh tw khong xuAt hién & ca hé gen ngudi va hé gen cua vi khuén
gdy anh hudng. Céc trinh tir cua cdc he gen cua nhidu mim bénh, vi du, vi khuén, virut, nim
men, nim, dong vit nguyén sinh v.v., dugc cdng bd coéng khai & dia chi web
ncbi.nlm.nih.gov/genomes. Theo phuong an khéc, cac phan tir danh déu 1 céc axit nucleic c6
céc trinh ty khong xudt hién & bat ky h¢ gen da biét. Trinh ty ciia cic phan tir danh déu c6 thé
dwoc tao ngau nhién bang thuit toan.

Theo cac phuong an khéc nhau, cac phan tr dénh déu c6 thé 1a cac axit deoxyribonucleic
(ADN), axit ribonucleic ¢6 trong tu nhi€n hodc céac thé twong tu axit nucleic nhan tao (md
ph(’)hg axit nuclci‘c) bao gdm axit nucleic peptit (PNA), axit nucleic morpholino, axit nucleic
dang khoa, axit nucleic glycol, va axit nucleic fhreosé, céc loai nay khac voi ADN hoac ARN
¢ trong tu nhién & cac thay dbi vé khung chinh clia phﬁﬁ tor hodc thé mo phong ADN khong
¢6 khung chinh phosphodieste.. Céc axit deoxyribonucleic co thé 13 tir cdc hé gen c6 trong tu
nhién hoéc co thé dwgce tao ra trong phong thi nghiém nho st dung cac enzym hoac tong hop
hoa hoc pha ran. Cac phuorng phap hda hoc co thé con duoc dung dé tao cac thé mo phong
ADN Lhong ¢6 trong tu nhién. Cac dan xuat ADN c¢6 san trong d6 lién két phosphodieste da
duge thay thé nhung deoxyriboza dugc giit lai bao g6m nhung khong gi6i han & thé mo phong
ADN ¢6 cac khung chinh duge tao béi lién két thioformaxetal hodc carboxamit, day déu 1a
cac thé mo ‘phéng ADN c¢6 cdu tric tot. Cac thé mo phéng ADN khac bao gdm dan xuit
morpholino va axit nucleic peptit (PNA), chua khung chinh gia peptit gde N-(2-
aminoetyl)glyxin (Ann Rc,V B1ophya Biomol Struct 24: 167-183 [1995]). PNA la mot thé mo
phong ¢6 cdu trac cuc t6t cia ADN (hodc cta axit r1bonucle1c [ARN]), va cac oligome PNA
¢6 thé tao ra céc cAu truc doi rat bén ving véi cac oligome ADN va ARN (hodc PNA) b(‘)} sung
Watson-Crick, va chang con ¢6 thé lién két véi cac dich trong ADN doi bing phuong phip
xAm uhap soi xoan ¢ (Mol Biotechnol 26:233-248 [2004]. Thé md phong/twong tu co chu
trac tot khéc cta thé tuwong tr ADN ma c6 thé duoc ding 1am céc phan tr danh dau 1a ADN
phosphorothioat trong d6 mot ti‘ong 56 cc oxy khong cau duge thay thé béng lwu huynh. Su

thay d6i nay lam giam hoat dong cla endo- va exonucleaza 2 bao gom exonucleaza ADN
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POL 1 5' dén 3' va 3' dén 5', cac enzym nucleaza S1 va PI, RNaza, nucleaza huyét thanh va
phosphodiesteaza noc ran.

Do dai cia cac phan tor danh dAu c6 thé khac hoic khong khac véi do dai cla cac axit
nucleic miu, tic 13, d6 dai cia cac phan tir danh déu c6 thé gibng v6i do dai cua cac phan tir
trong gen mau, hodc c6 thé 16n hon hodc nho hon dd dai cia cac phén tir trong gen mau. Dd
dai ctia cac phan to danh dau dugc do bdi s6 luong cac cip bazo nucleotit hodc twong tu
nucleotit ma cAu thanh céc phan tir danh ddu. Cac phan tir danh ddu c6 do dai khac v6i do dai
cua cdc phén tr trong gen mau c6 thé duoc phan biét véi cac axit nucleic rxguén nho st dung
cac phuong phap tach da biét trong Iinh vuc. Vi dy, sy chénh 1éch d9 dai clia cAc phan tr axit
nucleic mau va cdc phan tir axit nucleic danh d4u c6 thé duoc xac dinh bang cach tich dién
di, vi du, dién di mao quan. Khac biét kich thuée ¢6 thé c6 loi khi dinh lugng va danh gia chat
lugng ctia céc axit nucleic mAu va cac axit nucleic danh ddu. Tét hon 13, cic axit nucleic danh
ddu ngin hon c4c axit nucleic bd gen, va c6 do dai du dé loai trir chiing khong bi 4nh xa dén
hé gen cua mau. Vi du, trinh tu 30 c¢dp bazo ¢ nguoi la cAn thiét dé anh xa duy nhét né dén bd
gen nguoi. Theo d6 theo mot s6 phuong 4n, cac phan tir danh diu duoc dung trong cac thur
nghiém sinh hoc giai trinh ty & cac miu cua ngudi cin phai c6 do dai it nhét 13 30 bp.

Viéc chon dd dai cta cac phan tr danh dau duoc xac dinh so bd bfmg cong nghé giai
trinh tur duoe ding dé xac minh tinh nguyén ven cia mAu ngudn. D9 dai cia cac axit nucleic
b6 gen mau dang dugc giai trinh ty c6 thé ciing duge xem xét. Vi dy, mot s6 cong nghé giai
trinh tu sir dung k¥ thuat khuéch dai vo tinh cac polynucleotit, viéc nay co thé yéu cau rang
cac polynucleotit bo gen ma s& duge khuéch dai vo tinh phai c6 c¢6 d§ dai nho nhat. Vi du,
viée giai trinh ty sir dung bo phan tich trinh ty Illumina GAII bao gém khuéch dai vo tinh
trong éng nghiém bang phwong phap PCR béc cau (cbn goi la khuéch dai nhom) cta céc
polynucleotit co do dai t1 thiéu 1a 110bp, trinh ty nbi duge duoce ndi dé tao ra axit nucleic c6
it nhét 200 bp va it hon 600 bp ¢ thé dugc khudch dai vo tinh va duoc gidi trinh tr. Theo mét
56 phﬁong an, do dai clia cac phan tr danh dAu duoc ndi trinh tw ndi nam gitta khoang 200bp
va khoang 600bp, gitra khoang 250bp va 550bp, gitta khoang 300bp va 500bp, hodc gitta
khoang 350 va 450. Theo céc.phu'ong 4n khéc, d§ dai cta cac phan tir danh dau duoc ndi trinh
tu ndi 1a khoang 200bp. Vi du, khi gidi trinh tw cfADN cua bao thai ¢6 trong mau me, do dai

ctia cac phan tir dinh dau c6 thé duge chon giong véi dg dai cua cac phéan tt cfADN cuia bao
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thai. Do d6, theo mot phwong 4n, dd dai cia cac phan tir danh diu dugc dung trong thi nghiém
bao gbém bude gidi trinh ty hoan toan song song ctia cfADN trong mau me dé xac dinh su c6
hay khong c6 dot bién 1&ch boi nhidm séc thé & bao thai, c6 thé 1a khoang 150 bp, khoang
160bp, 170 bp, khoang 1180bp, khoang 190bp hodc khoang 200bp; t6t hon 13, c4c phan tir
danh d4u 1a khoang 170 pp. Céc cach giai trinh ty khac, vi dy, giai trinh tw SOLID, gidi trinh
tu Polony va giai trinh ty 454 str dung PCR nhii tuong dé khuéch dai vo tinh cac phan tdt ADN
dé giai trinh tu, va mdi cong nghé quy dinh do dai t5i thiéu va t8i da cua cac phéan tir can
khuéch dai. Do dai cta cac phén tir danh dAu can giai trinh ty nhu cac axit nucleic dugc khuéch
dai vo tinh ¢6 thé 1an dén khoang 600bp. Theo m¢t s6 phuong 4n, do dai clia cic phén tir ddnh
dAu cén giai trinh tw c6 thé 16n hon 600bp.

Céac cong nghé giai trinh ty phan to don ma khong st dung k¥ thuét khuéch dai vo6 tinh
clia cac phan tir, va co thé giai trinh tr cc axit nucleic trén khoang d¢ dai khuén rét rong,
trong hau hét cac truong hop khong yéu cau rﬁng cac phan tur can giai trinh ty phai c6 do dai
cu thé. Tuy nhién, $6 lugng trinh tu trén mot khdi lrong don vi tuy thudc vao s6 luong céc
nhém hydroxyl dau 3", va do dé cac khudn tuong ddi ngdn dé giai trinh tyr s& higu qua hon
Kkhudndai. Néu bt ddu véi cac axit nucleic dai hon 1000 nt, thuong 1a c6 loi khi cit céc axit
nucleic thanh do dai trung binh tir 100 dén 200 nt sao cho ¢d nhiéu thong tin trinh tu ¢6 thé
duoc tao tir cing mot lwgng axit nucleic. Do d6, do dai cua cac phén tir danh diu c6 thé nim
trong khoang tr mudi bazo dén hang nghin bazo. P9 dai cua cac phan tir danh diu dugc ding
dé giai trinh tu phan tir don c6 thé 1én dén khoang 25bp, 1én dén khoang S0bp, 1én dén khoang
75bp, 1én dén khoang 100bp, 1én dén khoang 200bp, 1én dén khoang 300bp, 1én dén khoang
400bp, 1én dén khoémg 500bp, 1én dén khoang 600bp, 1én dén khoang 700bp, lén dén khoang
800 bp, 1én dén khoang 900bp, lén dén khoang 1000bp, hodc dai hon.

D dai dugce chon cho phan tir ddnh d4u con duoc xéc dinh béng dd dai cua axit nucleic
b gen dang duoc gidi trinh tu. Vidu, cfADN luu thong trong dong méu cia nguoi dudi dang
cac doan gen gébm ADN b gen té bao. Cac phan tir cfADN bao thai tim thdy trong huyét
trong cua san phu thuong ngén hon cac phan tir cfADN ctia ngudi me (Chan et al., Clin Chem
50:8892 [2004]). Viéc cét phan doan kich thude cua ADN Béo thai dang luu thong da khing
dinh rang d(f) dai trung binh cta cdc doan ADN ctia bao thai dang luu thong 1a <300 bp, trong

khi ADN cia ngudi me dugc udce tinh 12 gitra khoang 0,5 va 1 Kb (Li et al., Clin Chem, 50:
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1002-1011 [2004]). S6 liéu nay khép véi s6 liu trong tai liéu ciia Fan vA cac cong s, bang
cach st dung k¥ thuit NGS, ho di x4c dinh rang ¢fADN & bao thai hiém khi >340bp (Fan et
al., Clin Chern 56:1279-1286 [2010]). ADN l4y tir nuée tiéu bing phuong phép chuén dwa
trén silic oxit gdm c6 hai doan, ADN trong lwong phén tir cao, hinh thanh tr cac t€ bao dugc
cit va doan ¢ trong luong phan tir thap (150-250 cip bazo) cia ADN transrenal (Tr-ADN)
(Botezatu et al., Clin Chem. 46: 1078-1084, 2000; and Su et al., J Mol. Diagn. 6: 101-107,
2004). Viéc tng dung k¥ thudt moi dugc phat tridn dé tach céc axit nucleic ngoai té bao tir
dich co thé nham tach cac axit nucleic transrenal cho thay trong nudc tiéu ¢ cac doan ADN
va ARN ngin hon nhiéu SO VO’I 150 cdp bazo (cong bd don sang ché My s6 20080139801).
Theo cac phwong én, trong d6 ¢fADN la axit nucleic bo gen dugc gidi trinh ty, cac phan ttr
dénh déu dugc chon c6 thé 1én dén khoang do dai caa cfADN. Vi du, d dai cia cac phan 0
danh ddu duoc ding trong cdc mau cfADN ¢ ngudi me cé‘mb giai trinh tu dudi dang cac phén
tir axit nucleic don hodc céc axit nucleic duoc khuéch dai vo tinh c6 thé nam trong khoang
gitta 100 bp va 600.‘Theo cac phwong an khéc, cic axit nucleic bd gen mAu 13 cic doan gém
céc phan tir Ién hon. Vi du, axit nuqleic b6 gen mau duge giai trinh tw l|a ADN té bao duogc
phén doan. Theo cac phuong &n, khi ADN té bao duoc phan dOaﬁ duoc giai trinh tu, do dai
cua céac phan ffr danh déu ¢6 thé 1én dén d6 dai ctia cac doan ADN. Theo mét sb phuong an,
d6 dai clia cac phan tir danh dAu bing it nhét 13 d¢ dai t6i thidu yéu cdu d€ anh xa doan doc
trinh tv duy nht dén bo gen chudn phi hop. Theo cac phuong én khéc, d6 dai cua cdc phan
tir danh déu bang do dai t6i thiéu yéu cdu dé loai trlr cde phan tir danh diu dé khoi bi 4nh xa
dén bo geh chuin lam mﬁu; | |

Ngoai ra, cac phan tir danh déu c6 thé dugc ding dé x4c nhin cdc mau khong dugce thir
nghiém bang qua trinh giai trinh tu axit nucléic, va c6 thé du’qc x4c nhan bang k¥ thuat sinh
hoc théng thudng ngoai k§ thuat giai trinh tw, vi dy, PCR thoi gian thyc. | ‘

MﬁuAdéi chtng (vi du, cac mau chimg dwong trong qua trinh dé giéi trinh tuy va/hoac
phén tich). |

Theo c4c phwong an khac nhau, céc trinh tu ddnh déu duge dua vao cac mau, vi du, nhu
duoc mo ta trén day, c6 thé dong vai trd 1am céc ddi chung duong dé xac nhan do chinh xac

va tinh hidu qua ctia viée giai trinh ty va viée xtr 1y va phén tich sau do.
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Theo d6, sang ché dé xudt cic ché pham va phuong phap cung cAp miu ching duong
trong qué trinh (in-process positive control - IPC) dé giai trinh tu ADN trong mau. Theo mot

s6 phuong an, sang ché dé xuat cac mau ching duong dé gidi trinh ty cfADN trong mau bao

\
A

g6m hdn hop cia cac bd gen. IPC co thé duge dung dé lién két cac bién d6i duong co s& vé
théng tin trinh ty thu duge tor cc tap mAu khac nhau, vi du, cic mau duwge giai trinh tu & cac
thoi diém khac nhau trén cac chu trinh giai trinh tw khac nhau. Do d6, vi dy, IPC c6 thé lién
két thong tin trinh tir thu duge cho mau thtr nghiém ctia me voi thong tin trinh ty thu duoc tir
tap mau dat tiéu chudn d3 duoc giai trinh tu & thoi diém khac.

Tuong tu, trong trudng hgp phan tich phan doan, IPC c6 thé lién két ’[hon0 tin trmh tw
thu duge tir doi tuong dbi vé6i (cac) phan doan cu thé v§i trinh tu thu dugc tir tap mau dat tiéu
chuén (cta cac trinh tu twong tw) da dugce giai trinh tw & th(‘)ri diém khéc. Theo mot s6 phuong
an, [PC co thé hen két thong tin trinh tu thu duoc tir d6i tuong Ve céc locut cu thé lién quan
den bénh ung thu v6i thong tin trmh ty thu duogc tu tap mAu dat tiéu chuin (VI dy, tr qua trmh
khuech de_n/xoa doan da biét, va tu(mg tw).

Ngoéi ra, cac IPC ¢6 thé duge ding 1am méu danh dau dé theo vét (cac) mau theo doi
trong quy trinh giai trinh tu. Céc IPC con ¢6 thé cung cap gia tri dinh luong trinh tu duong
dinh tmh vi di, NCV, cho mét hoic nhiéu dot bién lech bdi cua cac nhlem sdc thé quan tAm,
vi du, thé ba nhiém 21, thé ba nhidm 13, the ba nhlem 18 de cung cép su giai thich thich hop,
va dé& dam bao do tin cdy va chinh xé4c cta dir liéu. Theo mot sb phuong an céc IPC ¢o6 thé
dugce tao bab g0m céc axit nucleic tur cac bd gen cua d;rc va cai dé cung cip cac dinh lugng
cho céc nhidm sfc thd X va Y trong mau me nhim xéc dinh bao thai ¢6 phai la nam hay khong.

Loaivx‘fé ) lugng cac rr1§u chfrng trong quy trinh tuy thudc vao loai hodc ban chét cia
thir nghidm can lam. Vi duy, ddi v6i thir nghidm yéu cau giai trinh tw ADN tir mAu bao gbm
hdn hop cia cac bd gen dé xéc dinh cd tn tai dot bién 1éch boi nhiém séc thé hay khong, mau
chirng trong quy trinh cd thé bao g6m ADN thu dugc tir mau da biét 1a chia dot bién léch boi
nhidm séc thé gidng véi loai dang duge kiém tra. Theo mcf){ s6 phuong an, IPC bab gom ADN
tir mau da bidt 1a c6 dot bién I&ch bdi ctia nhiém séc thé quan tam. Vi du, IPC dé kiém tra x4c
dinh bao thai ¢6 thé ba nhlem hav khong, vi dy, thé ba nhiém 21, trong mau m¢ ¢6 ADN thu
dugo o mot cathé co he ba nhlem ”1 Theo mot so phuong an, IPC bao Oom hén hop ADN

thu dugce tir hai hodc nhleu c4 thé 6 cac dot bién 18ch bdi khac nhau. Vi du, dé kiém tra xéc
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dinh xem co hay khong co thé ba nhidm 13, thé ba nhiém 18, thé ba nhi®m 21, va thé don
nhidm ¥, IPC bao gdm t6 hop cdc mau ADN thu dugce tir cac san phu mang thai c6 mot trong
sb cac thé ba nhifm dang duoc kiém tra. Ngoai ra dé hoan thién cac dot bién 1éch boi cla
nhiém séc thé, cac IPC c6 thé dugc tao dé cung cAp mau chimg dwong cho céc thir nghiém
x4c dinh ¢6 hay khong c6 dot bién 1&ch bdi mot ph'fin.
IPC lam mAu ching cho viéc phat hién dot bién 1éch bdi don co6 thé duogc tao ra bﬁng

cach sir dung hon hop cia ADN bd gen té bao thu duge tir hai dbi twong trong d6 mot a6i
twong 1a ¢6 bd gen 1¢ch boi. Vi du, IPC duge tao lam mAu chirmg cho thir nghiém xé4c dinh thé
ba nhlem i bao thai, vi dy, thé ba nhlem 21, ¢o the dugc tao ra bang cauh két hop ADN bo
gen U dox tuwong duc hoac c4i mang thé ba nhiém véi ADN bo gen cua 6.01 tuong cai da blet
la khong mang thé ba nluem. ADN b6 gen co thé dugc tach tur cac 1€ bao ctia ca hai d6i tuong,
va duge cit dé tao cac doan cd khoéﬁg 100 - 400 bp, gitta khoang 150 - 350 bp, hodc gilta
khoéhg 200-300 bp dé mo phéng céc doan cfADN luwu théng trong cac miu me. Ty 1€ cua
ADN ﬁuéc phan d‘o:ﬁn tr d61 twong c6 dot bién 1&ch bdi, vi du, thé ba nhiém 21, dwoc chon dé
md phéﬁg ty 1& cua cfADN luu thong ¢ bao thai tim thy trong cac mau me .dé tao ra IPC bao
gém hén hop cﬁé ADN dugc phan doan bao gém klméng 5%, khoang 10%, khoang 15%,
khodng 20%, khoang 25%, khoang 30%, trong s& ADN tir d6i twong mang ddt bién léch boi.
IPC ¢6 thé bao g?)tn ADN tr cac d6i tuong khac nhau mang dot bién 1&ch bdi khac nhau. Vi
du, TPC ¢6 th’é bao gém khoang 80% sé ADN céi khong bi bénh, va 20% con lai c6 thé 1a
ADN tir ba d6i twong khac nhau marng t‘le ba nhlem 21, thé ba nhidm 13, va thé ba nhiém 18.
Hén hop ciia ADN duoc phan doan du’oc diéu ché dé g1d1 trinh tw. Viée xtt Iy hon hop cua
ADN duge phan doan c6 thé bao gom buoc tao thu vién giai trinh tu, c6 thé dugce gidi trinh
tu bang cach st dung céc phuong phép song song d at bét ky theo kiéu don cong hodc da

cdng. Cac dung dich gbc cua IPC bo gen ¢ thé duoc luu trit va duge ding trong nhiéu thu
nghiém chuan doan. , _ A _

Tuy vy, IPC c6 thé duoc tao va b?mg cach sﬁ’vdung cfA_DN thu duge tir ngudi me dé biét

13 ¢6 thai méc mot thé dét bién 18ch bdi nhiém séc thé da biét. Vi du, cfADN ¢ thé thu dufgc
tir phu nit mang thai mac the ba nhidm 21. ¢fADN dugc tach tir mau me, va dong héda vao
vecto vi khudn va nudi trong vi khuan de cung cAp ngudn IPC lién tuc. ADN c6 thé duoc tach

ra it vecto vi khufm bing cach str dung céc enzym cét gi6i han. Theo cich khac, cftADN dugc
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dong héa cb thé duge khuéeh dai bing, vi dy, PCR. TPC ADN c6 thé duoc xir ly de gii trinh
tu trong céc chu trinh gidng nhau do cfADN tir cée mAu thir nghiém cin duge phan tich vé su
¢6 mit hodc khong c6 mat cua cac dot bién 16ch bdi cia nhiém séc thé.

Miec di vide tao cac IPC duge md ta trén ddy dbi véi cac thé ba nhiém, can phai hiéu
ring cac IPC co thé duge tao ra dé phan anh thé d5t bién léch boi mot phﬁn khéc bao gom, vi
du, khuéch dai doan khéc nhau va/hodc mét doan. Do do, vi du, trong khi nhiéu bénh ung thu
d3 bit 13 di kem voi cac thé khuéeh dai cu thé (vi du, ung thu va di kém véi 20Q13), cac IPC

c6 thé dugc tao ra két hop véi cac loai khuéch dai da bict nay.

Phuong phdp gidi trinh tw

Nhu duoc chira trén ddy, cac mau di duge diéu che, (vi du, Thu Vién Gidi Trinh Ty) duoc
gidi trinh -t nhu 13 mot phan clia quy trinh xée dinh (cac) bién the so hrong ban sao. C6 thé

sir dung k§ thuat bat ky trong s6 cac k¥ thuét giai trinh tu.

Mot sb k§ thuat gi'éi trinh tu 12 ¢6 sén trén thi trudng, nhu hé théng giai .trinh tu bz"mg lat ghép
(sequencing-by-hybridization p},éitfc‘)r‘m) cla Aftymetrix Inc. (Sunnyvale, CA) va hé théng giai
trinh tu bang tong hop (sequencing-by-synthesis platforms) ciia hdng 454 Life Sciences
(Bradford, CT)',. [lumina/Solexa (Hayward, CA) va Helicos Biosciences (Cambridge, NIA),
va he théng giai trinh tu bang cach nbi (sequencing-by-ligation platform) cua hang Applied
Biosvstems (Foster City, CA), nhu duge md ta dir6i day. Ngoai vige gidi trinh ty phén tir don
duoc thuc hién bing cach sir dung k§ thuét giai trinh tu bing tong hop ctia hang Helicos
Biosciences, cac k¥ thuat giai trinh ty phan tr don khac bao gbm, nhung khong chi gidi han
0, ky thué_it SMRTTM cﬁa hing Pacific Biosciences, k¥ thuat ION TORRENT F M, va k}? thuat

giai trinh t nanopore duge phat trién boi, vi du, hang Oxford Nanopore Technologies.

Mic di phuong phap Sanger tu dong dugc cho la cong nghé “thé hé dau tién”, k¥ thuat giai
trinh tw Sanger bao gém giai trinh fy Sanger tu dong, cling co thé dugce st dung trong cic
phuong phap duge mo ta & ddy. Cac phuong phap giai trinh tu thich hop khac bao gbm, nhung
khong chi gidi han ¢ cdc k§ thudt chup anh axit nucleic, vi dy, kinh hién vi luc nguyén tir
(atomic force microscopy-AFM) hodc kinh hién vi dién t truyén qua (transmission electron

microscopy-TEM). Cac k§ thuét giai trinh tw minh hoa dooc mo ta chi tiét hon dudi day.
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Theo mdt phuong 4n minh hoa, nhung khong gidi han sing ché, cac phuong phap duge mod
t4 & day bao gdm cac budce thu nhén théng tin trinh tu cho cic axit nucleic trong mau thir
nghiém, vi du, cfADN trong mau lé‘y tir nguoi me, cfADN hodc ADN t€ bao & dbi tuong duge
sang loc ung thu, va twong tu, st dung k§ thudt giai trinh tu bang tong hop cta llumina va
k¥ thuat hoa hoc giai trinh tu dua trén ky tw két thiic kha nghich (vi du nhu duge mo ta trong
tai lidu Bentley et al., Nature 6:53-59). ADN mau c6 thé 12 ADN bg gen, vi du, ADN t€ bao
hoic ¢fADN. Theo mét sd phuong 4n, ADN bd gen tir cac té bao dwge phan lap dugc ding
1am mau, va né duge phén doan thanh cac d¢ dai gdm ‘m{)t vai trim cdp bazo. Thgo cac phuong
an khac, ¢fADN duoc ding lam mau, va su phﬁn doan la khong cﬁn thiét vi cfADN ton tai
dudi dang céc doan ngén. Vi i du cfADN dang bao phoi di chuyén trong dong méan dudi dang
cac phan doan c6 d¢ dai xép xi 170 cip bazo (bp) (Fan et al., Clin Chern 56:1279-12806), va
khong can phan doan ADN trude khi giai trinh ty. K thuét giai trinh tu cua [llumina dua vao
sw gén ADN bo gen da phén doan vao bé mét phéng, trong subt v& mit quang hoc ma trén do
céc mo neo (anohor) oligonucleotit dugc gan két. ADN khudn dugc stra chita & dAu dé tao ra
cac ’dﬁu bang 5' dwgc phosphorylat héa, va hoat tinh polymeraza cua doan Klenow dugc st
dung dC thém mot bazo A _Véq dau 3' cua cac doan ADN phosphorylat hoa dau béing. Su bd
sung nay tao ra cac doan ADN d& ndi vao céc trinh tu ndi (adapter) oligonucleotit, ma cd phan
nh6 (overhang) cta bazo T don & dhu 3' ciia n6 dé gia tang hiéu qua nbi. Cac oligonuclcotit
clia trinh tu ndi 1a soi bb sung voi cac oligo md neob trong cuvet dong chay (l{h(’)ﬁg nham lan
v&i cac trinh ty doc mé neo/cd mo neo trong phén tich 1lap-ma rong). Trong cac diéu kién pha
lodng gidi han, ADN khudn sgi don, dd duge bién ddi trinh ty ndi duge dua vao cuvet dong
chéy va 1am bAt dong bang cach lai véi céc oligo mo neo. Cac doan ADN da dugce gén duge
kéo daiva khuech dai bic cAu dé tao ra cuvet dong chay giai trinh tw mét d¢ siéu cao voi hang
trim triéu cym (clustm) moi cum chira khoang 1.000 ban sao clua c,ung m¢t khudn. Theo mot
phuong an, ADN b6 gen dd phan doan ngau nhién duge khuéch dal bang cach str dung PCR
trude khino dugce c‘hxa vao ]\hucch dai cam. Theo cach khéc, ngan hang gen khong khuéch
dai (vi du, khong PCR) dugce st dung, va b gen ADN da phan dmn ngau nhién duoe lam
gidu bang cach chi sit dung khuéch dai cum (Kozarewa et al., Nature Methods 6:291-295
[2009]). Cac khuon dugc giai trinh tu bang cach st dung k¥ thuat giai trinh tu bang tong 11¢p

ADN bén mau manh (robust four-color DNA sequencing -by-synthesis technology) ma st

-113-



41317

dung cac dau kha nghich véi cac thudc nhudém huynh quang c6 thé 10#}1 b6 duoe. Viée do
huynh quang do nhay cao duoc thuc hién béng cach str dung chiéu xa laze va quang phéan xa
toan phan. Cac trinh tw doc ngén khoang 10 dén vai trim cip bazo duge canh thing véi bo
gen tham chiéu va anh xa duy nhat cua cac trinh tir doc ngén dén bod gen tham chiéu dugc
nhan dién bang cach st dung phin mém dudng dan phan tich dir liéu dwgc phat trién riéng.
Sau khi hoan thanh trinh ty doc dau tién, cac khuon cb thd duge tai sinh tai chd dé cho phép
trinh ty doc tht hai tu dAu dbi dién cua cac doan ndy. Do d6, k¥ thudt gidi trinh ty mot dau

hodc dau bat cip ctia cac doan ADN ¢6 the dugce st dung.

Cac phuong an khac nhau cta sang ché c6 thé st dung k¥ thuat gidi trinh tu bang téng hop
ma cho phép giai trinh tu diu bat cap. Theo mot sd phuong 4n, hé théng giai trinh tu bing
téng hop cua [lumina bao g?)m cic doan tao cum. Viéc tao cum la qua trinh trong do mdi
doan phan tir duge khuéch dai ding nhiét. Theo mot sérphuong an, nhu vi du dugc md ta ¢
day, doan nay co hai trinh tu ndi khac nhau duoc g?in vao hai diu ctia doan, céc trinh tu ndi
nay cho phép doan lai véi hai oligo khac nhau trén bé mat cua lan cuvet dong chay. Doan nay
con bao gém hoic duoc lién két vi hai trinh tu chi thi & hai dau ctia doan, céc trinh ty chi thi
nay tao ra cac nhin dé nhan dién cac mAu khac nhau trong k¥ thuét giai trinh ty da thanh phan.

Trong mot s6 hé thong giai trinh tu, doan can dugc giai trinh tu con dugce goi la doan chen.

Theo mét s6 phwong an, cuvet dong chay dé tao cum trong hé thong Illumina 1a phién kinh
co cac lan. Moi 1an 1a mot kénh kinh dugce phu 16p gé)m hai loai oligo. Qua trinh lai dugc kich
hoat bési loai thir nhat trong sé hai loai oligo trén b mat. Oligo nay 1a b6 bo sung cho trinh i
ndi thir nhét trén mot dau cia doan. Polymeraza tao ra soi bd-sung ctia doan dugc lai. Phan tir
soi kép duge 1am bién tinh, va sgi khudn ban dau duoc rira sach. Soi cdn lai, cling voi nhiéu

soi con lai khac, dugc khuéch dai don dong bang khuech dai bac cau.

Trong khuéch dai bic cAu, soi gép lai, va vung trinh ty ndi thit hai trén dau thir hai cta soi
nay lai véi loai oligo thir hai trén bé mit cuvet dong chay. Polymeraza tao ra soi b6 sung, tao
thanh phén ti cAu néi sgi kép. Phan ti s¢i kép nay dugc lam bién tinh tao ra hai phan tir s¢i
don duoc ndi vao cuvet dong chay thong qua hai oligo khac nhau. Sau d6, qua trinh nay dugc

lap di lap lai, va xdy ra dong thdi doi v6i hang triéu cum tao ra sy khuéch dai don dong cua
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tAt c4 céc doan. Sau qué trinh khuéch dai bac cau, cde soi nguge duge cit va riva sach, chi con

lai cac sgi xudi. Cac dau 3' duge phong bé dé ngan chin vige gAn mdi khéng mong mudn.

Sau khi tao cum, vie giai trinh tu bit diu véi vige kéo dai doan mdi giai trinh ty thir nhét dé
tao ra trinh tu doc thu nhét. V&i mdi chu trinh, cac nucleotit duge danh dau huynh quang canh
tranh dé bd sung vao chudi dang phét trién. Chi mot nucleotit dugc dua véo trén co so trinh
tw mau. Sau khi bd sung ting nucleotit, cum nay duoc kich thich boi nguén sang, va tin hiéu
huynh quang dic trung duoc phat. S4 lugng chu trinh x4c dinh chiéu dai trinh tu doc. Budce
séng phat xa va cudng -do tin hiéu xéc dinh vi tri gan bazo. P6i véi mot cum cho trude tat ca
cac soi giéng nhau déu duge doc mét cach d()‘ng thoi. Hang trim triéu cum dugce gidl trinh tw
theo cing mot cach g?m nhu ddng thoi. Khi Kkét thuc trinh tu doc tha nhat, san phém doc dugc

rira sach.

Trong budc tiép theo cta quay trinh bao gém hai doan mdi chi thi, doan mdi chi thi 1 Pugc
dua vao va lai v6i vung chi thi 1 trén mau. Cac vung chi thi tao ra su déng nhét cua cac doan,
ma 14 hitu ich cho cic mau tach kénh trong quy trinh gidi trinh ty da kénh. Trinh ty doc chi
thi 1 duoc tao ra twong tw vai trinh tir doc thir nhét. Sau khi két thic trinh tu doc chi thi 1, san
phé.m doc dwoc rira sach va dau 3" cta soi ndy duge loai bo nhém bao vé. Sau do sgi khudn
gap lai va lién lét v6i oligo thir hai trén cuvet dong chay. Trinh tw chi thi 2 duge doc theo
cung cach nhu trinh tu chi thi 1. Sau d6 san phém doc chi thi 2 duge rira sach sau khi hoan

thanh budc nay.

Sau khi doc hai trinh tu chi thi, trinh tw doc 2 bat dau béng cach stir dung polymeraza dé kéo
dai oligo cuvet dong chay thwr hai, tao thanh cau ndi soi kép. ADN so¢i kép nay duge lam bién
tinh, v& dau 3' duge phong bé. Soi xubi ban dau duoc cét va rira sach, con lai sgi nguge. Trinh
tr doc 2 bt dau bi“mg viéc dua vao doan méi giai trinh tu cho trinh ty doc 2. Gidng nhu trinh
tw doc 1, cac bude giai trinh ty-dugc 1ap lai cho dén khi dat duoc chiu dai mong mubn. San
phém trinh tw doc 2 duoc rira sach. Toan b qué trinh nay tao ra hang triéu trinh tw doc, thé
hién tat ca cac doan. Céc trinh tu tr céc thu vién mau tap hop lai dugc tach ra dya trén cac chi
thi duy nhat duoc dua vao trong khi chuén bi miu. Déi véi mdi mau, cac trinh tu doc cua céac

doan keo dan tuong tw cua céc vi tri gan bazo dlrorc tao cum cuc bo Cac trmh tu doc xudi va
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nguoc dwge bit cip tao thanh céc trinh ty tiép giap. Cic trinh ty tiép gidp nay duge canh thing

véi bo gen tham chiéu dé nhén dién bién thé.

Vi du v& giéi trinh ty bang tong hop mo ta trén day lién quan dén cac trinh tu doc ¢6 dau bat
cép, duoc st dung theo nhiéu trong s6 cac phwong an cua cdc phuong phap duge boc 19. Giai
trinh tu c6 dau bét cip bao gém 2 trinh tu doc tir hat dau cta doan. Khi cip trinh tr doc dwoc
anh xa dén céc trinh tw ddi chtng, thi khoang cach cdp bazo giifa hai trinh tu doc ¢ thé duogc
xac dinh, khoang cach nay sau do co thé duogc sir dung dé xdc dinh do dai ctia céc dean ma tur
d6 céc trinh t doe thu duge. Trong:mot $b trudng hop, doan phén 1lam hai bin s€ co mét doan
d&u cua trinh to doc du cdp dwoc cin chinh v&i mdt bin va trinh ty doc con lai cho bin lién
ké. Biéuv nay (r¢ nén hiém hon khi c4c bin dai hon hodc cac trinh tu doc ngén hon. Cac phu’orn_g
phap khac nhau ¢6 thé dugc st dung dé giai thich vé tu cach thanh vién bin cua céc doan nay.
Vi du. dmung co thc dugc luorc bo trong viéc xéac dinh tan so lslt‘h thude doan cua bin; ching
c6 thé duoo tmh c,ho ca hai bm hm ke chung c6 the duoc pan (,ho bin ma chita dung sd luong
16n hon céc cép bazo cda hai bm; hedc chung c6 thé duoc gan cho ¢4 hai bin v6i trong luong

twong ung v6i phan cua cic cdp bazo o mdi bin.

Céc trink tu doc ¢6 dau bét cip co thé.sur dung doan chén c6 do dai khéac nhau (ttc 1, kich
thuée doan khac nhau can duoc giai trinh tr). Nhu y nghia duge méc dinh trong ban mo ta
nay, cac trinh tu doc co dau bat cap duge st dung dé chi cac trinh tr doc thu duge tir cdc doan
chén khéc nhau. Trong mét s& trudng hop, dé phan biét cac trinh tu doc ¢ dau bat cap co
doan chen ngén v41 céc trinh tw doc co dau bt cap ¢6 doan chen dai, trinh tu doc ¢o dau bt
cip c¢ doan chén dai con duge goi la cac trinh tyr doc cdp lién két. Theo mot sb phuong an
jién quan dén cac trinh tu doc cip lién két, hai trinh tu ndi tiép hop biotin dAu tién dwoc gin
két vao hai dAu cia doan chén twong d6i dai (vi dy, mot vai kb). Cac trinh tur ndi tiép hop
biot‘in §au o liéh két hai déu oﬁa doan chén dé tao ra nhﬁﬁ tr hinh vong tron. Doah con chl'ra
dung cac trinh tg n01 tiép ho*p blotm ¢6 thé sau d6 duge thu duorc bang cach phan doan tiép
phén to hinh vong tron. Poan con cé hai dau cta doan gdc theo thir tu trinh tw nguge nhau ¢6
thé sau do dugce gidi trinh tu bang quy trinh gidng nhu dm v6i giai trinh tw ¢6 dau bat cap c6

doan dr'en nuan mo ta t) én day Céc chi tiét khac ve gldl trink ty bat cap bing uach su dung
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hé théng Ilumina duoc thé hién trong cong b true tuyén tai dia chi URL dudi day, ma dugc

dwa vao bing cach vién dan trong tinh toan ven ctia no:

res|.|illumine

ng. Céc théng tin bd sung v& giai trinh tir ¢6 dau bét cip c6 thé duge tim thdy trong patent M¥
s6 7601499 va cong bd patent My s6 2012/0,053,063, ma duge dua vao bang cach vién dan

lién quan t6i cdc tai lidu vé cac phuong phap va thiét bi giai trinh tw c6 dau bat cap.

Sau 1<h1 giai trinh tr cac doan ADN, céac trinh tu doc co do dai dinh trude, v1 du 100 bp, dugce
anh xa hoac canh thang theo bd gent tham chidu da bwt Cac trinh tu doc du’m anh xa hoidic
cénh' ﬁ}éﬁg va cac vi tri {L.rmig un g ctia chiing vé cac trinh tur ddi chimg con duge goi 1a the.
Theo mot phurong an, giai trinh ty bd gen tham chiéu 1a giai trinh ty NCB136/hgl8. ma ¢6
san  trén  da chi www &  genome chAm  ucsc - chdm  edu/cgi-
bin/bgGateway?org=Human&db=hg18&hgsid=166260105). Theo cach khac, giai trinh tw bo
gen tham chiéu 1a-GRCh37/hg19, ma c6 sin trén dia chi www & genome cham ucsc chim
edu/cgi- bm/thateway Cac nguon théng tin trinh tu cong khai khéc bao gbém GenBank,
dbEST, db\TS‘ F’\/IBL (Phong thi nghiém sinh hoc phan tU cia Chau Au - European
M olu,ulal Blolog), Iabomlow) va DDBJ (Ngén Hang dir licu ADN Nhat Ban - ADN
Databank of Japan). Céc thuat todn may tinh co %an cho viéc canh thdng cac ohum bao crom
nhumg khong g101 han & BLAST (Altschu etal., 1990) BLITZ (MPsrch) (Sturmc & Colhm,
1993) FASTA (Perz,on & Llpmdn 1988) BOWTIE (Langmead et al., Bd gen Biology
10 R2‘ 1-R25,10), hoac ELAND (Illumina, Inc., San D1ego CA,MY). Theo mdt phuong an,
mot dau clia cac ban sao khuéch dai don dong cua cac phén tir cfADN huyet twong duge glal
trinh tu va xu ly boi phép phan tich canh thing tin sinh hoc cho thiét bi phan tich bd gen
[llumina, ma su dung ph(m mém canh thang co s¢ dir ligu nucleotlt quy mo lén hleu qua

(Efﬁcmn’f [arge-Scale Ah gnment of Nucleoﬂt Ddtabaqes -J:LAND)

Theo mdt phmmg an minh hoa nhung khong gidi han sang ché, cac phuong phap duge md
ta & dav bao g@)m biurge thu nhan thong tin trinh ty cho cac axit nucleic trong mau thir nghiém,
vi du, ¢fADN trong mau lay tir nguoi me, ¢fADN hodc ADN té bao & dbi twong duge sang
loc ung thu, va twong tw, sit dung k¥ thudt giai trinh ty don phan tr ctia k§ thut giai trinh tw

don phan (i chinh xéc Helicos (Helicos True Single Molecule Sequencing - tSMS) (vi du nhu
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duoe md ta trong tai liéu Harris T.D. et al., Science 320:106-109). Trong k¥ thuft tSMS, mau
ADN dugce phan cit thanh céac soi gém Xz“ip xi 100 dén 200 nucleotit, va trinh tr polyA duge
thém vao diu 3° ctia mdi sgi ADN. Mobi soi duoc danh déu bfmg cach b sung vao adenosin
nucleotit duge danh ddu huynh quang. Cac sgi ADN sau d6 duoc lai vao cuvet dong chay,
chira hang tridu vi tri bit giit oligo T duoe c¢b dinh vao bé mit cuvet dong chay. Theo mét sb
phuong 4n nhat dinh, cdc mau c6 thé & mat do vao khoang 100 triéu mau/cm?2. Cuvet déng
chéy sau d6 duge nap vao dung cu, vi du, thiét bi giai trinh tw HeliScope™, va thiét bi laze
-‘-Cym u sang be mat cua cavet dong chay, boc 16 vi trf cua m01 mau Camera C ( "D ¢6 thé dnh
Xa vi tri ctia cde khuon tren bé mat cuvet dong chav Nhan huynh quang cta khuon sau dé
duge plmn Cat varia sach Ph anung g1al trinh tu bdt ddu bing cach dua vao ADN polymera'/a
va nucleotit danh déu huynh qnancr Axit ohgo T nuclelc dung lam doan moi. Polymcraza két
hop cic nucleotit d3 danh déu vao doan mo1 theo cach thuc ‘dmh huorng khuon. Polymeraza
va 'nucieo‘tif khéng két hop dugc loai bo. Céc khuon ¢6 su két hop 06 dinh huc’mg ctia nucleotit
danh d'lu hu; )mh quang duoc nhan hidt béng cach chup anh bé mit cuvet dong chay. Sau khi
mup anh bude phan Cat loai bo nhan huvnh quang va quy trmh nay duoc lap lai VOI cac
nucleom 6Lrorx, gcm nhan huynh quang khéc uho toi khl dat duoc do dai trinh tu doc mong
mué [nonp tm tunh tuf du‘o'c thu g gom v&i mdi budc bd sung nucleotit. Viéc giai trinh tu
toan bé b gen bang cac cong nOhc, giai trinh tu don phan tr loa1 trir hodc thuong x6a bo sy
khuéch dai dya trén PCR 1rong qué trinh tao thu vién giai trinh ty, va cac, phuong phdp cho

phép do tryc ticp mau chtr khong phai do ban sao cia mau doé.

Theo mot phwong an minh hoa khéc nhung khong gidi han sang ché, cac phuong phép duge
md t4 & diy bao gdm budc thu nhin théng tin trinh ty cho cic axit nucleic trong mau thir
nghiém, vi du, ctADN trong mau thir nghiém ]éy tr ngudi me, cfADN hodc ADN té bao &
d6i tuoag duoc sang loc ung thu, va tuong tu, bang cach st dung giai trinh tu 454 (Roche)
(vi du rihu duoe md ta trong tai liéu Margulies, M. et al. Nature 437:376-380). Giai trinh tir
454 thudmg bao gdm hai bude. O bude thi nhét, ADN dugc cit xén thanh nhiéu doan xAp xi
300 dén 800 cip bazo, va cac doan duge tao dAu bang. Cac trinh ty ndi oligonucleotit sau do
duge néi & cac d?iu cua cac c’Ioan. Céc trinh tu ndi diung lam céc doan mbi dé khuéch dai va

gia trinh fu cho CJL doan nay. Cac doan c6 the duge gn vao cdc hat bat gilr ADN , viduy, cac

hat duoc boc bm stlcptawdm nho si dung vidy, t11nh tu no1 B, chira the 5'-biotin. Cac dean
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gén vao céc hat dugce khuyéch dai PCR trong cdc giot nho ciia nhil trong dan-nude. Két qua
14 ¢6 nhiéu ban sao cua cac doan ADN dugc khuy'éch dai dong v tinh trén mdi hat. G bude
thir hai, cac hat duoc bét gift trong cac 15 (vi du, cac 16 c6 kich thudce gigt muc). Giai trinh tu
bang tong hop (Pyrosequencing) dugc thuc hién song song trén mdi doan ADN. Sy bd sung
vao mot hodc nhidu nucleotit tao ra tin hiu anh sang ma dige ghi béi camera CCD & thiét bi
giai trinh tw. Cudng do6 tin higu 1a ty 1€ voi s6 luong nucleotit duge két hop. Giai trinh fur bang
tdng hop st dung pyrophosphat (pyrophosphate - PPi) ma dwgc gidi phong ngay khi bb sung
~nucleotit. PPi duge bién doi thanh ATP boi ATP sulfurylaza khi c6 mat adenosin 5'
phosphbsulfat. Luciferaza su dung ATP dé bién do6i luxiferin thanh oxyluciferin, va phan tng

ndy tao ra 4nh sng ma duge do va phén tich.

Theo mot phuong 4n minh hoa khac nhung khong gidi han sang ché, cac phwong phép dugc
md t4 & diy bao gdbm budc thu nhén thong tin trinh tir cho cac axit nucleic trong mau thir
nghiém, vi dy, ctADN trong mau thir nghiém léy tir ngwoi me, ctADN hodc ADN & bao ¢ ddi
tuong duge sang loc ung thu, va tuong tu, bang cach sir dung cong nghé SOLID™ (cic hé
thdng sin hoc g dung - Applied Biosystems). Trong cong ngh¢ giai trinh tu bang phuong
phap n6i SOLID™, bd gen ADN duoc c&t xén thanh cac doan, va céc trinh ty ndi duoc gin
vao cdc dau's' va 3' clia cac doan dé tao thur vién doan. Theo cach khéc, céc trinh tu ndi bén
trong co thé duge dua Vao bé'mg cach nbi cac trinh ty ndi & cac dau 5' va 3' ciia cac doan, tao
vong cho cac doan, cit doan duge tao vong de tao ra t11nh tw ndi bén trong, va gan céc trinh
fur ndi vao cac déu 5'va 3' cua cac doan thu dugc dé tao thu vién bat cap. Ti 1ep dé; cac tap hop
hat dong v6 tinh dugc chuin bi trong céc 10 vi phém g chtra céc hat, cac doan mdi, khuén,
va céc th anh phan PCR. Tiép theo PCR, céc khudn duoc larn bién tinh va céc hat dugc lam
gidu dé tach cic hat v6i c6 cac khuon duoc kéo da1 Céc khuon ¢ cac hat da chon duofc trai
qua sy bién dm 3" ma cho phép lién két voi phién kinh thay tinh. Trinh tw co thé dugc xac
dinh bang ca.ch lai va 1101 theo trinh ty cua céc oligonucleotit n gau nhién mot phan V61 bazo
duogc xéc dmh & trung tim (hodc cdp bazo) duao nhan biét bai huynh quang dic hxeu Sau khi
mau sic duoc ghi, ohgonucleotlt da ndi duoc phén cét va loai bo va quy trinh nay sau do dugc

lap lai.
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Theo mét phuong 4n minh hoa khac nhung khong gidi han sang ché, cac phuong phap duge
md t4 & ddy bao gdm budc thu nhén théng tin trinh tg cho cdc axit nucleic trong mau thir
nghiém, vi dy, ctADN trong mau thir nghiém le”iy {r nguwoi me, ctADN hodc ADN té bao & dbi
twong duoc sang loc ung thu, va tuong tu, st dung k¥ thuat giai trinh ty don phan tir theo thoi
gian thue (the single molecule, real-time sequencing technology - SMRT™) cha Pacific
Biosciences. Trong cong nghé giai trinh tu SMRT, su két hop lién tuc céc nucleotit duge ghn
nhan bing thudc nhuém duoc chup anh trong sudt qué trinh tong hop ADN. Céc don phén ti
ADN polymeraza duoc_ gin Vao bé mit day ctia cac bd do budce song ¢ ché d6 zero (cac bo
do ZMW) riéng blct ma thu nhén céc thong tin t11nh tu trong khi cac nucleotit dlroc lign két
phospho dang dugce két hOp vao soi mdi dang phat trién. Bo do ZMW bao gom chu tric gi6i
han ma Pho phcp quan sat thay sy kct hgp cua nuc,leotn don 1& bd1 ADN polymel aza vao nén
gom cac nucleout huynh quang ma nhanh chong khuéch tan Y phan ngoai cia ZJVIW (vi du,
tinh b‘mp micrd gla)) No thutfmo mat le m111 gmy dé két hop nucleotlt V2o s01 dang ph'it
tridn. Tl()ﬂi—' sudt thoi g ;Dlz—m r'ay nhan huynh qu(mﬂ dme klcb thlch va tao ra tin hleu huynh
quang, v d thé hiuynh quang duoc tach ra. Phep do huynh quang tuong ung cua thuoc nhuom

cho biét bewo nao duUc két hop. qu trinh nay du:orc: lap lai dé tao ra trlnh tur.

Theo mét phwong an minh hoa khac nhung khong giéi han sang ché, cac phwong phap duge
md t& & day bao gdm buwdc thu nhan thong tin trinh tur cho céc axit nucleic trong mau thir
nghiérm, vi du, cTADN trong mau thir nghiém léy tir nguoi me, cfADN hodc ADN té bao o
dbi twong duoc sang loc ung thu, va twong tu, bang céch st dung k¥ thuat giai trinh-tw c6 15

5 nano (vi du nhu duge md ta trong tai liéu Soni GV va Meller A. Clin Chern 53: 1996-
2001). Céc k¥ thuat phan tich gidi trinh tuw ADN ¢6 16 ¢& nano duwgc phat trién boi nhiéu coéng
ty, bao gbm, vi du, Oxford Nanopore Technologies (Oxford, Vuong quéc Anh), Sequenom,
NABsys, va tuong tu. Giai tunh tw lo ¢d nano la cong nghe gla1 trinh tu don phan tu nhd do
don phan tor cua ADN duoc giai trmh ty mot cach tru’c tlep kln nd dl qua 10 ¢0 nano. L3 cd
nano la moT 16 nho, thucmg co duong kinh vao khoang 1 nanomet. Ngam 16 ¢& nano vao trong
Lhat lonp din dién va dat dién thé (d1e11 ap) trén khap 16 co nano tao ra mot dong dién nhe do
sy tluyen dan c4c ion qua lo co nano. Lu’ong dong dié én truyt,n qua nay la nhay véi kich thuge

va \ hinh dang cua 15 & nano. V 1 phan tur L\DN di qua 16 ¢& nano, nén m01 nucluom trén phan

U’ ADN 1am téc nghen '0 ¢d nano ¢ mot muc do khac, lam tHay 601 cuong do cia dong dign

-120-



41317

qua 15 ¢& nano & cac mitc d§ khac nhau. Vi viy, sy thay doi vé dong dién khi phén t¢ ADN

di qua 10 ¢& nano tao ra trinh ty doc cha trinh tw ADN.

‘Theo mot phurong 4n minh hoa khac nhung khong gi6i han sang ché, cac phwong phap duge
mb ta & diy bao gdm budc thu nhan thong tin trinh tr cho cac axit nucleic trong mau thu
nghiém, vi du, cfADN ftrong mau thi nghiém léy tir ngudi me, cfADN hodc ADN té bao &
dbi twong duoc sang loc ung thw, va twong tu, b'?lng cach str dung mang dién tré c6 tach dung
trudmg nhay hoa hoc (chemical-sensitive field effect transistor - chemFET) (vi du, nhu dugc
mb {4 trong cong bd don sang ché M¥ 2009/0026082). Trong mot vi du vé k¥ thuat nay, cac
phén tir ADN c6 thé dugc dua vao cac khoang phéan tmg, va cac phan tir khuon cd thé duoc
lai vdi doan moi gidi Umn tu duogc sran két v6i polymeraza. Su két hop cua mot hoic nhiéu
trlphoqphat vae mot soi ayxt nucleic méi & dau 3’ cia doan mdi giai trinh tu c6 thé duoc nhan
blet dudi dang su thay d01 veé doncr dién boi ch\,anET Mang c6 the co nhleu cam b1en
uhemFEI T1ong mdt vi du khau, cac amt nuclexc dorn 1é c6 1he duoc gén vao cc hm‘ va cac
axit nuduc ¢6 thé duge khuyéch dai trén hat, va céc hat m,ng 1& c6 thé duge chuyen vao cac
khoang phan (ng riéng 1¢ trén mang chemFET, voi mdi khoang c6 cam bién chemFET, va

cac axit nucleic ¢6 thé duoc giai trinh tu.

Theo mét phuong an khac, phuong phép theo sang ché bao gdm budc thu nhin thong tin
trinh tu cho céc axit nucleic trong mau thtr nghiém, vi dy, cfADN trong mau thir nghiém lay
tr ngudi me, st dung kinh hién vi dién tor truyén qua (transmission electron microscopy -
TEM). Phuong phéap, goi la phuong phap truyén nano nhanh sép dit phan tir riéng 1é
(Individual Molecule Placement Rapid Nano Transfer - IMPRNT), bao gom bude st dung
hinh 4nh kinh hidn vi dién tir truyén qua do phan giai don nguyén ti vé ADN trong luong
phan tit cao (150kb hodc 1én hon) duge danh dAu chon loc v&i cac déanh ddu nguyén tir ning
va b m’ ac phan tu’ nay trén cac mang siéu mong & cac mang song song siéu dam déc (5nm
soi - sgi) voi khodng cach bazo - bazo thongy nhat Kinh h1en vi dién tu duoc st dung de chup
anh f‘hd cac phan tu tren cac m:mg, dé xac dmh vitri cua chil danh dau nguyén o nang va daé
trich xuat thong tin trinh tu bazo tr ADN. Phuong phdp ndy con dugc mo ta trong cong b6

sang ché quoc WO 7009/0404 45. Phuong phap nay cho phc,p g1a1 tunh ty céc b:) gen nguoi

hoan chmh trong it hon mum phut
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Theo mdt phuong an khac, cong nghé gidi trinh tw ADN 14 giai trinh tw don phan tir Ion
Torrent, ma két hgp vdi cong nghé ban din véi hoa hoc gidi trinh tur don gian dé truc tiép dich
cac théng tin ma héa hoa hoc (A, C, G, T) thanh cic thdng tin dang s6 (0, 1) trén chip ban
din. V& ban chit, khi nucleotit dugc két hop vao sgi ADN bang polymeraza, thi ion hydro

duoc giai phéng dudi dang san pham phu. Ton Torrent st dung mdng mat d6 cao gém cac 10

N
A

dwge tao ¢& micro bing may dé thuc hién quy trinh sinh héa nay theo cach song song & at.
M6i 16 chira mot phan t ADN khac. Bén dudi céac 15 13 16p nhay ion va bén dudi 16p do6 1a
cam bnn ion. Khi nncleout vi du C, dugc thém vao khuén ADN va sau d6 duge két hop vao
soi ADN, ion hydro s& dugc gidi phon0 bién tich tu ion do s€ lam thay b dd pH cua dung
dich, diéu nay co thé duoc phat hign thay bai cam bién ion cualonT orrent. Thiét bi giai trinh
tu - vé-co ban 1a dung cu do do pH trang thai r?rln'nh(') nhétt trén thé gidi — xac dinh bazo,
chuyen trire tidp tir cac thoncr tin hoa hoc thanh cac thong tin dang so Bo g1a1 trinh tu gen
ngum irén may ion (Ion Persnnal Genome Machine - PG\/ITM) sau 6 nap ddy vao chip lan
lugt cée nwleotlt Né éu nucleotit t] ép theo ma nap vao chip khong phai 1a nucleotit khdp nhau,
thi s& khong ghi duoc su thay d6i dmn ap va s& khong xac dinh bazo. Néu c6 hai bazo trung

nhau trén sgi ADN, thi dnn ap s€ gap doi, va chip s€ ghi hai bazo trung nhau dugc xac dlnh

Su phat hién truc tj:ép cho phép ghi nhan su két hop nucleotit tinh bang gidy.

Theo mdt phuwong an khic, phuong phap theo sang ché bao gdm bude thu nhan thong tin
trinh tu cho- cac axit nucleic trong mau thar nghiém, vi dy, ¢cfADN trong mau thir nghiém lfiy
tr ngudi me, su dyng giai trinh tir béng qua trinh lai. Gii trinh ty bing phép lai bao gdm cho
cac tiinh tur polynucleotit tiép xfic v6i cac mau do polynucleotit, trong dé mdi trong sb cac
mau do polynucleotit ¢6 thé tuy ¥ duge gin vao nén. Nén c6 thé 1a bé mat phang bao gdm
mang gom nhidu trinh tu nucleotit da biét. MAu lai vao mang c6 thé dugc sit dung dé x4c dinh
cac chudi polynucleotit ¢6 mat trong mAu. Theo cac phuong 4n khac, m&i man do duge gin
vao hat, vi du, hat tir ﬁllh hodc twong tu. Sy lai vao cac hat 6 thé d‘u’qg xac dinh va duge sw

dung dé nhan dang cac trinh tu polynucleotit trong mau.

Theo mét s6 phwong 4n trong 50 céc cac phuong phip duge md ta & dy, céc thé trinh tur
duoc anh xa bao gdm céc trinh tw doc khoang 20bp, khoang 25bp, khoang 30bp, khoang 35bp,
khoang 40bp, khoang 45bp, khoang 50bp, khoang 55bp, khoang 60bp, khoang 65bp, khoang
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70bp, khoang 75bp, khoang 80bp, khoang 85bp, khoang 90bp, khoang 95bp, khoang 160bp,
khoang 110bp, khoang 120bp, khoang 130, vao khoang 140bp, khoang 150bp, khoang 200bp,
khoéng 250bp, khoang 300bp, khoang 350bp, khoang 400bp, khoang 450bp, hodc khoang
500bp. Mong doi ring céc tién bo cong nghé s& cho phép céc trinh tu doc mot dau lon hon
500bp cho phép cac trinh ty doc 16n hon khoang 1000bp khi céc trinh ty doc ¢6 dau bat cap
duoc tao ra. Theo mot phuong an, cac thé trinh tu dugc 4nh xa bac gém cac trinh tir doc ma
la 36bp. Anh xa céc thé trinh tu duoc dat duge béng cach so sanh trinh tu cia thé véi trinh tu
cla rlm chimg dé xac dmh goc nhiém séc thé cua phan tr axit nuclmc dugce glal trinh ty (V1
du cfADN), va thong tin t11nh tu di tluyen riéng biét 1a khong can thiét. ‘\/Iuc do thap vé su
kh(”mg Ichép 1:0—2 s khong khop trén mdi thé trinh tu) _co,the‘ duqc cho phép dé giai thich vé
céc hicn twong da hmh nhé ma co thé ton tai gitra bd gen‘déi chiing VE\‘..CE’IC bd gen trong 'm?iu.

hon hop.

Thuong thu duge nhidu thé trinh ty trén mdi mAu. Theo mot s phuong an, it nhat vao kheang
3 x 106 thé trinh tu, it nhat vao khoang 5 x 106 thé trinh ty, it nhét vao khoang 8 x 106 thé
trinh tw, it nhit vao khoang 10 x 106 thé trinh tu, it nhat vao khoang 15 x 106 thé trinh ty. it
nhét vio khoang 20 x 106 thé trink tw, it nhat vao khoang 30 x 106 thé trinh ty, it nhat vao
khoang 40 x.106 thé trinh tw, hofc it nhét vao khoang 50 x 106 thé trinh t chia tir 20 dén
40bp trinh tu doe, vi du, 36bp, duge thu duge tir viée anh xa céc trinh ty doc dén bo gen dbi
ching trén mbdi miu. Theo mot phuong an, tht c4 céc trinh tu doc duge anh xa dén tit ca cac
ving cua bo gen ddi ching. Theo mot phwong an, cac the ma di dugce anh xa dén tat ca cac
viung, vi du tat ca cac nhlem sic the ctia bo gen doi chung déu duoc dém, va C'\TV tire 1a, sy
biéu dién qua muc hofc dudi mae cua trinh tu duoc quan tAm, vi du, nhiém sic th hodc mdt
phfm cua no, tr ong mau ADN hon horp dugc xac dinh. Phuong phdp nay khong yéu cu sur

phan b:-@t giita hai bo gen.

D6 chinh xac can thiét dé xac dinh dng xem c6 hay khong c¢6 CNV, vi du, hién tuong [éch
boi, trong mau, duge dua vio sy bién dbi vé sé luong thé trinh tu ma 4nh xa dén bo gen dbi
chirng trong s6 cac mau trong qua trinh giai trinh ty (kha ning bién ddi gitta céc nhidm sic
thd), va sy bién d6i v& s8 luong cac thé trinh ty ma 4nh xa dén bd gen ddi chiing trong cac

qué trinh giai frinh fu khac nhau (kha nang bién doi giira qua trinh giai trinh ty). Vi dy, céc
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bién doi ndy co thé'du'(yc thong bao cu thé cho cac thé¢ ma anh xa dén céc trinh ty d6i chiing
gidu GC hodc ngheo GC. Céc bién dbi khéc co thé thu duge tir viéc sit dung céac giao thire
khac nhau dé tich chiét va lam sach céc axit nucleic, tao thu vién giai trinh ty. va st dung cdc
nén tang giai trinh tu khac nhau. Phuong phép theo sang ché st dung céc dinh lugng trinh tu
{(cac dinh uong nhidm sic thé, hodc céc liéu lwong doan) dira trén sy hiéu biét v& céc trinh tu
chuén hoa (céc trinh tu nhiém sic thé chuan hoa hoidc cac trinh tu doan chuén hoa), dé giai
thich vé ban chat v& kha ning bién d6i tich lity b4t ngudn tir kha ning bién dbi gitta cdc nhiém
sic thé (trong mot 1an chay), va gitta céc lﬁn giai trinh ty (gifra cic 1an chay) va phu thudc vao
nén tan o. Céc dinh nhiém séc thé 1a dua trén su vhiéu biét v& trinh tu nhiém sdc thé chudn hoa,
ma ¢6 thé bao gém mdot nhiém sdc thé, hdz}c hai hodc nhiéu nhiém sic thé dugc chon loc tir
cac nhilm sic thé 1-22, X, vaY. T heé cach Phéc c.éc trinh tw nhidm séc thé chuin hoa c6 thé
bao gém mot doan nluem sao the hodc hai hoac nhleu doan trong sb mot nhlem séc the hodc
ha1 hoac, nhwu nhidm s éc the Céc hcu luornsr doan la dud trén sy hiéu biét vé trinh tw doan

chuan hoa ma co thé bao gdm mot doan ciia mot nhifm sac the bat ky, hogc hai hoac nhidu

do«m fr ong 56 hdl hoic nhiéu nhiém sdc the trong s6 cac nhlem sic thé 1 22 X, va Y.

CNYV vé cde chan dodn trudce khi sinh

ADN va ARl\ bao thai tw - do ngoal & bao luu thong t1 ong mau nguf(n me co the duoc str dung
cho ViA - chén cioan som thr‘ sinh khong xam lan (non-mvaswe prexmtal d1a0n0°19 NIPD)
Vé 50 ]ﬁcmo tang cua cac tmh trang di truyén, ca cho viéc quan 1y that kv va dé hd tro V1<=C
dua ra quyet dinh sinh san. Su c6 miit cia ADN tur do ngoal te bao Iuu théng trong dong mau
d(l duoc biét dén trén 50 nam. Méi gan day, phéat hién thiy c6 cac lwgng nhd ADN bao thai

horu théng trong d()ng méu nguol me trong sudt qué trinh thai ky (Lo et al., Lancet 350:485-

r
~

487). Cho téng bit ngudn tir cc t& bao nhau thai dang chét, ADN bao thai tyr do ngoai té bao
(ctADN) dé dugc ohung minh bao gom céc doan ngin thuong co d6 déi it hon 200 bp (Chan
et al., Clin Chern 50:88- 97) ma cd the duoc nhén biét sém khi thai ky duorc 4 tmn (Illanes et

al.. E aﬂ) Human Dev 83:563- 566) va dll(k blet la d’uoc tch ra khoi s hm hanh méu nguoi
me trong i m,u gio sinh de (Lo et al., Am Hum Genct 064:218- ”24) NUO?II r‘tAl)N c 10 doan
qﬁa ARN bao thai tu do ngoai té bao (cell-free fetal RNA - cfRNA) ciing c6 thé QLrgc nhén

biét trong dong mau ngudi me, bat ngudn tir cic gen ma duge sao chép ¢ bao thai hodc nhau
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thai. Sur tach chiét va phan tich tiép theo ve céc thanh phan di truyén trong bao thai tur mau

méau ngudi me tao ra nhiéu co hoéi méi cho NIPD.

Phuong phéap theo sang ché 1a phuong phéap ddc 18p véi hién twong da hinh, phuong phap
nay 1a d dung trong NIPD va khong doi hoi phan bigt ctADN bao thai v6i ctADN trong nguoi
me dé cho phép xac dinh hién tugng 1éch bdi ¢ bao thai. Theo mot sb phuong 4n, hi¢n tuong
léch bot 1a thé ba nhiém hodc thé don nhiém sic thé toan phﬁn, hodc thé ba nhiém hoic thé
don nhifm mot phﬁn. Céc hién tuong 1éch bdi mot phﬁn duge gay ra boi sy mét hodc ting
mdt phin ctia nhiém sic thé, va chira dung cic mAt cén bing nhiém sc thé do c6 cac chuyén
doan khong can bang, chuwn doan khong can bdnrJ méat doan va chén doan. Hon nita, hi¢n
tuong [éch boi dum bidt pho bién nhat tuong thich v6i tudi tho 12 the ba nhiém 21, thc [a, Hii

n

chimg Down (Down Syndrome - DS) ma gay ra boi sw c6 mat cia mot phan hoac toan bd
nhiém dac the 21. Hlem kh1 DS ¢6 thé bi gay ra boi d1 tat di truyén hodc ngau nhién nho 40
ban sao bo oung clia tAt ca hodc mot phin ciia nhiém sac thé 21 tré nén duoc gar vao mot
nhlem aL thé khéc (thong thucmg nhidm séc thé 14) dc tao ra mot nhiém sac thé khac 1hu:(mg
DS ¢6 lign quan dén su suy giam trf tug, cac kho khan n9h1em trong trong hoc tép va tv 1€ tr
vong quéa cao bi gay ra bdi cac van de suc I\hoe kéo dai nhu benh tim. Cac hmn tuong 1éch
b1 kha(‘ o1y nglna lam sang 42 biét bao gom hoi chung hdward (the ba nhlcm 18) va hoi
chung Patau (1he ba nh1cm 13) ) ma 1hu:(mo tor vong trong vong mot vai Thang dau dm Céc
hién tuomg bat thuong lién quan toi ) luono nhiém sao thé glO’I tinh cling dumo biét va bao
gbm thé don nhlem X, VI du, hm chitng Turner (XO), va hdi chirng ba X ( XXX) & cac tmong
hop sinh nit g10'1 va hoi chirng Kleinefelter (XXY) va h01 chimg XYY ¢ cac wuong hop sinh
nam gidi, tit ca cac hoi éhfrng nay déu c6 lién quan 161 cac kiéu hinh lahau nhau bao goém mét
kha ning sinh dé vé giam sit Vé ky nz‘mg tri tué. T hé don nhiém X [45, X] 12 nguyén nhin phd
bién vé say thal som chmm kh omg 7% tlong so céc truong hop sdy thai tw phat. Dya vao tan
qudt tré sinh ra con song 45,X (con durge goi 1a hoi chang Turner) 1-2/10,000, wée 11nh it hon

7

1% trong sé céc ca thu tinh 45,X s& sbng sot duoc dén lac sinh. Khoang 30% t1ong s6 cac
bénh nhan mic hoi chimg Turners la kham véi ca dong te bao 45,X va dong t té bao 46.XX
hodc m@t dong té bao chl'ra nhi%m sdc thé X dwoc sﬁ'ip xép lai (Hook and Warburton 1983).

K1eu hmh & Ue so sinh smh ra con song 1a tuong do1 nhe khi xem x¢ét kha nang ¢ oay uhef phoi

cao va c6 thé tat cd cdc bé géi sinh ra con xong méc ho1 chung Iumel cTuoc gia thlet la mang
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dong 1€ bio chira hai nhiém séc thé gidi tinh. Thé don nhidm X c6 thé xay ra & cac bé gai dudi
dang 45,X hodc duéi dang 45,X/46XX, va & cac bé trai dudi dang 45,X/46XY. Cac thé don
nhidm sic thé thudng & ngudi thuong dugc gid dinh 1a khong twong thich voi sy song; tuy
nhién, ¢6 kha nhidu bao cdo di truyén hoc t& bao mo ta thé don nhiém day du cua mot nhiém
shc thé 21 & céc tré sinh ra con sdng (Vosranova let al., Molecular Cytogen. 1:13; Joosten et
al., Prenatal Diagn. 17:271-5. Phuong phap md ta ¢ ddy c6 thé duoc st dung dé chan doan
c4c hién tuwgng bat thuong nhiém sdc thé nay va hién tuong bét thuong nhiém sic thé khac
truge khi sinh.

2
A

Theo mdt sé phuong n, cac phuong phap boc 16'¢ ddy ¢ the xéc dinh s c6 mat hodc ving
mit cia cdc thé ba nhidm cta nhiém sic thé bat ky trong s6 cac nhiém sfic thé 1-22, X va Y.
Céc vi du vé cac thé ba nhidm ma ¢6 thé duge phat hién thay theo phuong phép theo sang ché
bao gdm nhung khong gisi han & thé ba nhidm 21 (T21; Hoi chimg Down), thé ba nhiém 18
(T18; Hoi chimg Edward), thé ba nhiém 16 (T16), thé ba nhiém 20 (T20), thé ba nhifm 22
(T22; Hét ching Mét Meo), thé ba nhiém 15 (T15; hoi chimg Prader Willi), thé ba nhiém 13
(T13; boi chirng Patau), thé ba nhiém 8 (T8; hdi chimg Warkany), thé ba nhiém 9, va XXY
(Ho1 c‘hun g Kl(’ll’lbi@lt“f) XYY, hodc céc 1he ba XXX. Cac thé ba nhiém toan phan ctia cac
thé nhifm séc dién hinh khac tdn tai & trcmg thai khong kham la gay chet ngum nhung c6 thé
tuong thich véi su séng khi co maflt O trang thai kham. Cén hiéu ring céc thé ba toan phan
khéc nhau, cho di ton tai & trang thai kham hodc trarig thai khong kham, va cac thé ba mot

phén_ c6 thé duge xac dinh trong cfADN dang phdi theo cac boc 10 duge néu ra & day.

Cac vi du kbong gii han vé cac thé ba nhidm mot phdn ma ¢ thé dwge xac dinh boi phuong
phap theo sang ché bao gém nhung khong bi gidi han &, thé ba nhiém maot phan 1g32-44, thé
ba nhiém 9p, kham nhiém thé thé ba nhidm 4, thé ba nhiém.17p, thé ba nhiém mot ph"?m 4q26-
qter, th¢ ba nhiém mot phdn 2p, thé ba nhiém mat phén 1q, va/hoic thé ba nhiém mét phan

6p/thé don nhiém 6q.

Céc phirong phéap boc 1o ¢ day ciing c6 thé duge sir dung de xac dinh thé don nhiém séic thé
X, thé don nhiém sac thé 21, va céc thé don nhiém mot phan nhu, thé don nhidm 13, thé don
nhiém 15, thé don phiém 16, thé don nhiém 21, va thé don nhiém 22, ma duogc biét 1a ¢6 lién

quan dén say thai trong thai ky. Thé don nhidm mot phan ctia cac nhiém sic thé thuong lién
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quan dén hién twgng 1&ch boi toan phan ciing ¢6 theé dwoc xdc dinh bang phuong phap dugce
mé ta & day. Cac vi du khong giéi han vé cac hoi chimg mat doan ma c6 thé duoc xac dinh
theo phuong phép theo sang ché bao gom cac hdi ching do cac mat doan mot phan cua cac

r

nhiém séc thé gay ra. Cac vi du vé cac mat doan mét phan ma c6 the duoc x4ac dinh theo cac

phuong phap duge md ta & day bao gdm nhung khong giéi han & cac mat doan mot phan cua

céc nhidm sic thé 1, 4,5, 7,11, 18,15, 13, 17, 22 va 10, ma dugc md ta dudi day.

Hoi chimg mat doan 1921.1 hogc vi mét doan 1q21.1 (hdi quy) 12 sy sai hinh hiém thiy cua
nhidm sic thé 1. Tiép theo hoi ching méat doan, con ¢6 hoi ching 13p doan 1q21.1. Mic du
c6 mot phén clia ADN mét theo hoi chimg mét doan trén mot diém cu thé, nhung c6 hai hoic
ba ban sao cia phén tuong twr ciia ADN trén cung diém nay c6 hoi ching 1ap doan. Tai liéu
chuyén nganh d& cap dén ca mét doan va lip doan dudi dang céc bién thé sé luong ban sao
1g21.1 (copy-number variation - CNV). Maét doan 1q21.1 c6 thé duogc két hop v6i hoi ching

TAR (giam tién cau vdi thi€u xuong quay).

Héi chimg Wolf-Hirschhom (WHS) (OMIN #194190) 12 hdi ching mét doan gen lién ke két
hop véi mat doan ban hop t0r cia nhidm sic thé 4p16.3. Hoi chimg Wolf-Hirschhiom 1a hoi
chimg di dang bam sinh dugc dac trung boi thidu ning phat trién trude va sau khi sinh, khuyét
tat phat trién c6 mirc do thay doi, cac dAu hiéu so mit dic trung (vé ngoai kiéu “mit na chién
binh Hy Lap” nhu mii, tran cao, géc miii nho cao, hién tugng cach xa nhau ctia hai-bo phan,
long may cong cao, mit 101, cac nép r& quat, nhan trung ngén, miéng khic biét vdi cac khoe

miéng hudng xuong dudi, va tdt ham nho), va roi loan co giat.

Miér doan mét ph?ln cha nhifm sic thé 5, con duoc biét dén 1a trir Sp- hodc 5p, va duge goi 1a
hoi chimg Cris du Chat (OMIN#123450), b gdy ra bi sw mat doan ciia nhanh ngén (nhanh
p) cua nhidm sic thé 5 (5p15.3-p15.2). Nhitng tré so sinh méc tinh trang bénh nay thuong
xuyén khoc ¢6 m vyc cao ma nghe gibng nhu tiéng kéu ctia méo. R&i loan nay duge dic

trung boi Kkhuyét tat tri tué va phat trién cham, kich thuéc dau nho (hién twong nho dau), trong

7
A

lwogng khi sinh nhe, va giong noi cudng dé yeéu (giam truong luc) ¢ giai doan tré so sinh, cac

dic diem khudn mat khac biét va c6 the ¢o cac di tat tim.
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Hoi chimg Williams-Beuren con duge biet dén 1a hoi ching mat doan nhiem sdc thé 7q11.23
(OMIN 194050) 12 hoi chiing mat doan gen lién ké dan dén roi loan da h¢ gy ra boi mat doan
ban hop tir nam trong khoang tir 1,5 dén 1,8 JVIb trén nhiém sac the 7q11.23, ma chira xap xi

28 gen.

Hdi chimg Jacobsen, con duge biet dén 1a r6i loan mat doan 11q, la rdi loan bam sinh hiém
odp do mét doan cta ving dau cudi cua nhiém sac the 11 chira dai 11q24.1. N6 ¢6 thé gay ra

céc khuyét tat trf tué, hinh dang bé ngoai khudn mit khic biét, va cc van dé the chat bao gém

ca cac (i tat tim va roi loan dong mau.

Thé don nhiém hl@t phé‘in ctia nhidm sic thé 18, duoc biét dén 1a thé don nhitm 18p 1a rdi
loan nhiém sic thé hiém giip trong d6 tat ca hodc mdt phén ctia nhanh ngén (p) cua nhiém sdc
thé 18 bi mét doan (thé don nhidm). Réi loan ndy thong thudng duge dic trung béi véc nguoi
nho bé, cac mire do bién thién ctia tAm Iy chAm phat trién, su chdm ndi, céc di dang cia ving
s¢ va mat (so mat), va/hodc cac bat thu’&mg,thé chit khac. Céac di tit so mat lién quaﬁ ¢6 thé

thay doi manh vé pham vi va mtrc d nghiém trong qua timg trudng hop.

Céc tinh trang bénh giy ra béi cc thay doi vé céu triic hodc so lugng bin sao cua nhiém sdc
thé 15 bao gom Hoi chiing Angelman va Hoi chimg Prader-Willi, cac hdi ching nay lién quan

,

t&i mAt hoat tinh gen & cung phan ciia nhiém: sic thé 15, ving 15q11-q13. Can hicu ring mot

»
~

s& hoan wi va vi mét doan ¢ thé 1a khong triéu ching ¢ b6 me ngudi mang bénh, nhung lai
c6 thé gy ra bénh di truyén chinh-& con dé. Vi du, ngudi me khoe manh mang vi mat doan
15q11-q13 ¢6 thé sinh ra dta tré mic hoi chimg Angelman, r6i loan suy nhugc than kinh
nghiém trong. Vi vy, cac phuong phap, thiét bi va hé théng mo ta & day cé thé dugc sir dung

dé nhan dang mat doan mot phan nhu vay va cac mat doan khac & bao thai.

Thé donnhiém mot phan 13q lardi loan nhiém sic thé hiém gip ma xay ra khi mat mot phin
ctia nhénh dai (q) cta nhidm séc thé 13 (thé don nhim). Céc tré so sinh sinh ra véi thé don
nhiém mot ‘phﬁn 13q cé thé ¢6 trong lugng khi sinh nhe, cic di dang cua ddu va mat (ving so
miit), cac bat thuong vé bd xuong (dic biét 1a tay va chan), va cac bat thudng thé chét khac.
Tam 1y chim phat (rién 12 dic trung cho tinh trang bénh nay. Ty 1é-tkr vong trong sudt giai

doan tré so sink 12 cao trong s6 nhitag ¢4 nhin dugc sinh ra mac réi loan nay. Hau heét tat ca
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trudng hop cia the don nhiém mot phén 13q déu xay ra ngau nhién ma khéng cé ly do rd rang

(ngau nhién).

Hoi chimg Smith-Magenis (SMS - OMIM #182290) bi gy ra bdi mét doan, hodc mét vt
liéu di truyén, trén mot ban sao cha nhiém sdc the 17. Hoi ching duge biét rong rii ndy co
lién quan 161 chim phét trién, tim iy chim phat trién, cac di thuong bim sinh nhu céc dj 14t
tim va thar, va cac bAt thudng vé hanh vi than kinh nhu céc 16i loan gidc ngu nghiém trong
va hanh vi ty gy tén thuong. Hoi chimg Smith- Magenis (SMS) duoc gy ra & hén hét cac

trudng hop (90%) boi sy mat doan giita 3. 7-Mb trong nhim sic thé 17p11.2.

H{)i chirng mét doan 22q11.2, con duge biét dén 1a hoi ching DiGeorge, 1a hdi chiing gay ra
do mét-doan mot phan doan cta nhidm sic thé 22. Mat doan (22 q11.2).xay ra & gan giita clia
nhifm sic thé trén nhanh'dai cia mot trong sb nhidm sic thé: Céc dau hiéu cta hoi chimg nay
thay d6i nhiéu, thAm chi gitta cdc thanh vién cla cing mdt gia dinh, va anh huwong dén nhidu
b phén eua co thé. Cac dAu hicu va triéu chitng dic trung cé thé bao gdm céc di 14t khi sinh
nhu bénh tim bim sinh, cac di tit & vom miéng, lién quan phé bién nhit t6i cac van dé than
kinh co voi su déng co (thidu nang vom miéng), cac khuyét tat hoe tap, cde khac biét nhé &
cac dau hlyu trén khuén mét, va cac nhlem khuan tai dién. Cac v1 mat doan & vung nh1em sdc

'th qu 1.2 ¢co hen quan den nguy co mac bénh tdm thin phan 11et 1.an0 gép 20 dén 30 lan

"

Céac mat doan trén nhanh ngan cud nhiém sac thé 10 ¢6 lién quan t61 hoi chirmg DiGeorge
gidng nhu kiéu hinh. Thé don nhiém mdt phan cta nhiém sic the 10p 1a hiem gap nhung da
duoe quan sat thay ¢ mdt phin trong sO cac ngwroi bénh bicu hién cc dau hifu caa hoi ching

DiGeorge

Theo mSt phudng an, cac phimhg phap, thiét bi, va hé théng mo ta & day duoc ‘s{i’ dung dé
X4c d‘mh céc thé don nh1em mot phan bao gdm nhu:nsJ khong bi gidi han & thé don nhlem mot
phan cua cdc nhwem sicthé 1,4, 5,7, 11 18, 15, 13, 17,22 va 10, vi du thé don nhlf*m mot

phz"in I q2 11, thé don nhim mét phﬁ‘n 4p16,3, thé don nhidm mét phén SplS,3-pl5,2, thé
don rltiém mét phan 7g11.23, thé don nhifm mot phin 114241, thé don nhidm mét phan 18p;

thé don nhira mdt phan cia nhiém sac the 15(15q11-ql3), the don nhiém mot phan 13q, thé
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don nhiém mot phan 17p11.2, thé don nhiém mot phan ciia nhiém sic the 22 (22q11.2), va

thé don nhiém mot phan 10p cling ¢6 thé dwge xac dinh nho st dung phuong phéap nay.

Cac thé don nhi®m mot phin khéc ma c6 thé duge x4c dinh theo cac phuong phap duge mod
t4 & ddy bao gom chuyén doan khong cén bang t(8;11)(p23.2;p15.5); vi mét doan 11g23; mét
doan 17p11.2; mat doan 22q13.3; vi méat doan Xp22.3; mat doan 10pl4; vi méat doan 20p,
[del(22)(q11.2q11.23)]. cac mét doan 7q11.23 va 7q36; mat doan 1p36; vi mat doan 2p; u soi
than kinh loai 1 (vi mat doan 17 11.2), mat doan Yq; vi mét doan 4p16,3; vi mét doan 1p36.2;
mAt doan 11q14; vi mét doan 19g13.2; Rubinstein-Taybi (vi mét doan 16 pl3.3); vi mat doan
7p21; Ui chiing Miller-Dicker (17pl3.3); va vi mét doan 2q37. Céc mét doan mot phin cb
thé 1a cac fmﬁt doan nho ciia phin cua nhiém séc thé, hogc ching ¢6 thé 12 céc vi mét doan cua

nhiém sic thé & d6 mat dean ctia mdt gen c6 the xay ra.

Mdt s hoi ching lip doan bi gdy ra do 1ap doan mot phfin clia cdc nharh nhiém sic thé da
duoc nhin dang (xem OMIN [Di truyén thuyét Mendel truc tuyén & Ngudi duge xem tryc
wyén tai nchinlm.nih.gov/omim]). Theo mgt phwong an, phwong phap theo séng ché cothé
duoc stir dung dé xé4c dinh ¢6 hodc khong c6 cac 1dp doan va/hodc cac phép nhén ctia cae doan
clia nhiém sdc thé bat ky trong 56 cac nhiém sic thé 1-22, X va Y. Céc vi du khong gidi han
v& céc hoi ching 13p doan ma c6 thé duge xac dinh theo phuong phép theo sang ché bao gdbm

céc ip doan mo6t phan clia cdc nhiem sac the 8, 15,12, va 17, ma duge mo ta dudt day.

Hoi chung idp doan 8p23.1 1a rdi loan di truyén hiém gip gy ra do Lip doan cua mdt ving
tir phiér sic thé nguoi 8. Hoi ching 14p doan nay ©6 mirc d6 thirdng xay ra wdc tinh ¢ 1 trong
64.000 ca'sinh va la nghich ddo cia hoi chiing mat doan 8p23.1. Lip doan 8p23.1 ¢6 lién quan
t61 kidu hinh bién déi bao gém mot hoic nhidu trong cac chdm noi, chidm phat trién, di hinh
bién dang nhe, vdi tran cao va long may udn vong cung, va bénh tim bam sinh (CHD).

Hé}i; ch'l,"rdg lép doan nhidm séc thé 15q (Dupl5q) la hoi éhﬁ'ﬁg c6 thé nhérn dang vé lam sang
ma téo thanh tir che lap doari ctia nhiém S‘fl(," thé 15q11-13.1. Céc tré mic DuplSq tﬁu‘émg bi
gidm truong lue (giong nodi cuong do yéu), cham phat trién; ching c¢6 thé duoc sinh ra véi di

tat st moi va/hoic khie hd haméch hode céc di dang cla tim; thin hodc cac co quan khac;
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ching thé hién mot 56 mirc do vé cham/khuyét tit nhan thirc (tdm 1y cham phat tr ién), cham

no6i va cham ngodn ngit, va cic 161 loan xir 1y gidc quan.

Hoi chimg Pallister Killian la két qua ctia vat hcu nhiém séc thé bo sung #12. Thudng c6 su
pha trdn cua cic t& bao (hién tugng kham nhiém thé), mot sb ¢ vat lidu bd sung #12, va mot
sé ma binh thudng (46 nhiém sic thé ma khong c6 vit liéu bd sung #12). Céc tré mac hoi
chimg nay co nhidu vAn dé bao gdm tdm ly chim phat trién nghiém trong, giong ndi cuong
d6 yéu, cac diu hiéu "dft ton" trén khudén mit, va tran cao. Ching xu hudng c6 méi trén rit
moéng véiméi dudi day hon va mii ngén. Cac vén d& sttc khoe Khéc bao gdm co git, o ubng

kém, edc khop ndi cing, cac béith duc thé mét & tudi trudng thanh, mat thinh giac, va cac di

’
-

tit tinn. Nhitng ngudi méc hoi ching Pallister Killian ¢6 tubi tho ngan

Céc c4 nhén méc tinh trang bénh di truyén duoc goi 1a dup(17)(p11.2p11.2) hodc dup 17p
mang thong tin di truyén bd sung (duoc biét dén 1 lip doan) trén nhéanh ngin clia nhiém sic
thé 17. Lap doan cua nhidm séc thé 17p11.2 ndm trong Hoi chung Potocki-Lupski (PTLS), 1a
tinh trang bénh di truyén mai duge thira nhan v6i chi mot vai chuc treong hop duoc néu trong
tai lidu chuyén nganh y khoa. Cdc ngudi bénh ma c6 13p doan nay thuong cé giong noi cudng
d6 thip, an udng kém, va khong phat tridn trong sudt giai doan tré so sinh, va cling thé hién
véi siy phét trién tré céc ddu mbe quan trong nhu van dong va biét noi. Nhidu c4 nhan ma méc
PT! u.s o ap kho khan Vo1 su phat am r0 mng vaxu ly ngon ngtr Ngoai ra, cac nguol benb co
thé co cac dac dlem vé haph vi ‘fuong ty v&i cac dac dlem nhin thdy & nhun0 ngucn mac tu ky

/

hoao rm ‘oan tu ky. Cac ca nhan méc hoi c,hu’ng PTLS cé thé c6 cac di tat tim va ngung thé
khi n gu Da biét lap doan cua vung 10n trowg nhidm séc thé 17pl12 mél bao g@m gen PMP22

giy ra bénb sdu réng Charcot-Mane.

CNVY c6.Jién quan t61 cae truong hop chét non. Tuy nhién, do cac gidi han von ¢6 cia di
truyén t& bao thong thuong, nén sy dong gop ciia CNV d6i v6i su chét non duge cho 12 bi
miéu t& khong ding mirc (Harris et al., Prenatal Diagn 31:932-944). Nhu dugc thé hién trong
c4e vi du va mé ta chd khic trong ban mo ta nay, phuong phép theo sang ché c6 kha ning xac
dinh su c6 mit caa cac hién tuong 1éch boi mot phﬁn. vi du, cac mét doanva lép doan cua cac
doan nhiém she thd, va c6 thé dirge st dung dé nhan dang va xac dinh c6 hodc khong c6 CNV

ma ¢6 lién quan t6i cac trudng hop chét non.
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Xdc dinh CNV cua cdce roi loan iam sang

Ngoai vide xac dinh sém céc di tat khi sinh, cdc phuong phap duoc mo ta & day c6 thé duge
ap dung cho viéc xac dinh bét thuong trong bidu difn cAc trinh ty di truyén trong bd gen. Cac
bét thudmng trong biéu dién cac trinh tw di truyén trong bd gen c6 lién quan tdi nhidu bénh 1y
khac nhau. Céc bénh ly nhu vay bao gdm nhung khéng bi gidi han ¢ ung thw, cac bénh nhiém

khuén va tu mién dich, cac bénh cta hé than kinh, cac bénh chu.yén héa va/hodc tim mach, va
twong .

Do m& theo cic phuong an khac nhau, st dung cac phuong phép duge moé ta o day trong
viée chan doan, va/hoac theo doi, va hodc diéu tri cac bénh 1y nhu vy duge d& xuét. Vi du,
cac phuong phap co thé dwoc ap dung vie vide xdc dinh ¢6 hogc khong c6 bénh, vao viéc
theo sy tién trién coa béﬁh va/hodc hiéu qua cua ché do didu tri, vao viéc xac dinh c6 hodc
khong ¢6 cac axit nucleic cua méam bénh vi du virut; vao viéc xac dinh céc bt thuong nhiém
sdc thé lién quan t6i bénh doan ghép chéng lai vat chu (graft versus host disease - GVHD),

va vao vide xac dinh sy dong gép cua céc cé nhén trong cic phép phan tich phap y.

Cdec CNV trong Ung thu

ADN huyet fwong va huyct thanh cua cac ngudi bénh ung thu chtra s& luorng do dugc cua
ADN k hm u, ma c6 thé duge phuc ho; va dugc dunsr 1am ngudn thay thé ctia ADN khéi u, va
cac khéi u duogc dic trung boi hién tuong 1éch b(_)l, hoac cac sb luong khong pht hop cua cac
trinh tir gen hodc thdm chi toan bd cac nhidm sic thé. Vi vy, xac dinh su khac biét vé luong
trinh tu cho trude tic 12 trinh ty d’uo’c quan tam, trong mAu 1 c4 thé c6 thé duoc ap dgng
trong viéc dir bdo hodc chén doan finh trang bénh y kho:i. Theo mdt s6 phuong 4n, phuong
phép theo sang ché co thé duoc st dung dé xac dinh c6 hodc khong c¢6 hién tugng léch boi

nhiém s;‘m the & nguoi bénh bi nghi ngd hodc dugc biét la bi ung thu.

Mot s& phuong an thyuc hién & day d@ xuét cac phuong phap phét hién ung thu, theo déi dap
ting diéu tri va bénh tdn dur t8i thidu dya trén cdc mau ctADN luu thong trong médu bing cach
sit dung giai trinh ty ndng d6i v6i cac mau bing phwong phap dAu bit cap va sir ding cac
théng-tin kich thude doan co san tir céc trinh tu doc dau bét cap dé xac dj,nh sy ¢O mat cua

ADN & bao chét theo chuong trinh duge metyl hoa khac biét tir cac t& bao ung thw trong moi
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trudmg cla cac té bao binh thudng. cfADN c6 ngudn goc khdi u dd duge ching minh la ngan
hon ¢fADN khéng c6 ngudn gbc khdi u & mot sd bénh ung thu. Do d6, phwong phap dya trén
kich thudc mé ta & day co thé duge stir dung dé xac dinh CNV bao gém cac hién tugng léch
boi c6 lién quan t6i cac bénh ung thu nay, cho phép (a) phat hién khéi u ¢6 mit trong qua
trinh thiét 1ap sang loc hodc chan doén; (b) theo ddi dép ing didu tri; (c) theo ddi bénh ton du

101 thiéu.

Theo mét sd phudng 4n nhét dinh, hién tugng 1&ch boi 1a ddc trung vé bd gen cua dbi twong
va dan dén sir gia ting noi chung v& khuynh huéng dé méc ung thu. Theo mot 56 phuong an
nhat dinh, hién tugng léch boi la dac trumg veé cic té bao cu thé (vi dy, céc té bao khoi u, cac
t bao ticn khéi v, v.v:) ma1a hodc c6 khuynh huéng gia ting méc khéi da u. Cac hién tuong
J&ch bdi cu thé c6 lién quan téi cac bénh ung thu cu thé hodc cac khuynh huéng dé mac cac
bénh ung thu cu thé nhu md ta dudi ddy. Theo mot s6 phwong 4n, phuong phap giai trinh tu
dau bt cap rAt nong cé thé dwoc st dung dé phat hién / theo doi su ¢ mét cua bénh ung thur

theo cach hi¢u qua chi phi.

Do viy, cac phuong phap theo cdc phuong 4n khac nhau duge mé ta ¢ d&y thuc hién viée
xé4c dinh bién thé s6 luong ban sao cta (cac) trinh tir dang duge quan tAm vi dy (céc) trinh tu
lién quan toi lam sang, trong mAu the nghiém tir d6i teong & d6 mot s6 bién ddi nhét dinh vé
s6 lugng ban sao tao ra chi bo vé& su ¢6 mit va/hodc khuynh hudng dé méc bénh ung thu.
Theo mdt s6 phuong an nhit dinh, miu bao gdm hdn hop céc axit nucleic ¢o ngudn goe fir
hai hodc nhiu loai té bao. Theo mot phuong an, hdn hop cac axit nucleic ¢o ngudn gbe tir
céc té bao binh thuong va ung thu ¢6 ngudn gbe tir d6i tugng mic phai tinh trang bénh y khoa

vi du ung thu.

Su phat trién ctia bénh ung thw thong thuong di kém véi sy thay d6i vé s luong ciia toan b
nhiém séc thé tac 1a hién tuong 1€ch b6i nhiém séc thé toan phﬁn, va/hoac thay ddi vé sb lugng
céc doan cta cdc nhidm sic thé tirc 14 hién twong [&ch bdi mot phan, gy ra bai quy trinh duge
bidt dén 1a bAt én dinh nhi®m séc thé (chromosome instability - CIN) (Thoma et al., Swiss
Med Weekly 2011:141:w13170). Tin rang nhidu khdi u rén, nhu ung thu vu, su tién trién tir
khoi mao dén di cin thong qua sy tich 1y ctia mot sb sai hinh di truyén. {Sato et al., Cancer

Res.. 50: 7184-7189; Jongsma et al., J Clin Pathol: Mol Path 55:305-309)]. Céc sai hinh di
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truyén nhu vay, khi ching tich lity, ¢6 thé mang lai nhitng loi thé ting sinh, béat 6n dinh di
truyén va kha ning di kém la phat trién sy khang thudc nhanh chéng, va ting cudng su tao
mach, su phan hty protein va di can. Céc sai hinh di truyén c6 thé anh huéng dén hodc "gen
{rc ché ung thu" 13n hoic cac gen giy ung thu hoat déng manh. Tin rang cac mat doan va tai
td hop din dén sy mét tinh di hop tr (loss of heterozygosity - LOH) déng vai tro chinh trong

sw phat trién khoi u bang cach md ra cac gen twong Gmg e ché khoi u dot bién.

cfADN d3 duoc phét hién thiy trong qué trinh di chuyén cac nguoi bénh duge chin doan
méc ung thu dc tinh bao gdm nhung khong bi gi¢i han ¢ ung thu phdi (Pathak et al. Clin
Chern 52:1833-1842), ung thu tuyén tién 1iét (Schwartzenbach et al. Clin Cancer Res
15:1032-8), va ung thu vi (Schwartzenbach ct al. available online at breast-cancer-
research.com/content/1115/R71). Nhan dang cac bat dn dinh bd gen lién quan tdi cic ung thu
ma co thé duoce x4c dinh trong cfADN di chuyén trong mau & cdc ngudi bénh ung thu la cong
cu chin doén va dy doan tiém tang. Theo mot phuong én, cac phuong phéap md td ¢ day duge
su dung dé xéc dinh CNV cua mét hode nhiéu (cac) trinh ty dang dugc quan tam trong mau,
vi duy, mau chua hon hop cac axit nuclelc, co nguon goc tur do1 tuong ma bi nghi ngd hodc
duge bidt 1a méc ung thuw vi du ung thu bleu mo, ung thu mo hen ket u lymphd, bénh bach
cﬁu cacu 'Lé bao mﬁm va u nguyén bao. [heo mot phuono an, mAu nay 1a mau huyet trong
co nouon goc. (duoru x{r Iy) tir mau ngoai vi ma ¢ the chira hon hop r‘fADN c6 ngudn gdc tir
céc té bao binh thwong va ung thu. Theo mot phuo*lg an khac mAu sinh hoc cén thiét dé xa

dinh xem c6 CNV hay khong 1a ¢6 ngudn gbc tir té bio ma, néu ¢6 ung thu, chita hdn hop cac
té bao ung thu va khong ung thu tir cdc mo sinh hoc khac bao gom nhung khong bi gidi ban
& céc chit long sinh hoc 11hL1f huyét thanh, md héi, nufoc, mat nude bot, nu:oc tidu, nudc bot
dich teu bach huyét, nude bot dlCh ndo tuy, cac dich ta, dich huyén phu tuy xwong, dich am
dao, rua bang quang, dich néo, d1ch uch tu ¢ bung, stta, cac chét ba1 tiét qua céc dudng ho
hép, mot va tiét nidu, va cac mau gan tach bach cu, hoac @ cac smht ét mo, cac miéng gac,
hoac cac mnh phet T heo cac phuong an khac mau smh hoc 1 miu chat thai rin tir ngudi

(phan).
Cac phuong phdp duge md ta & day khong bi gidi han ¢ phép phan tich cfADN.

Cén hiéu ring cde phép phén tich tuong tu c6 the duge thuc hién trén cac mau té bao ADN.
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Theo céc phuorng an khac nhau, (c4c) trinh ty dang dugc quan tdm bao gbm (cAc) trinh tu
axit nucleic duge biét hodc bi nghi ngd déng mdt val trd trong su phat trién va/hodc tién trién
cua bénh ung thu. Cac vi du vé trinh o dang duge quan tdm bao gdm céc trinh tu axit nucleic
vi dyu céc nhidm séc thé toan phan vd/hodc cac doan cla cac nhiém sic thé, ma duge khuyéch

dai hodc mat doan & cac té bao ung thu nhu mé ta dudi déay.

Téng so lwong CNV va nguy co mac bénh ung thir

Moi SJ“\J P ung thu pho bnﬂp va CNV ung 1hu' pho bién twong tu déu c6 thé chi tao ra su gia
tang nhe Ve ucruv cou mac benh Tuay nh1en no1 uhung uhung c6 thé gdy ra nguy co mic ung
th ting dang ké. Ve VIGC nay, lvu v 1ang tang hodc mét dong gIdO tr cua cac doan ADN 16n
da dhm bao céo dum dang céc nhan t6 khién cho cac c4 nhan c6 khuynh huorng dé mic u
ncruyen bao sm than kinh, tuyén tmn ligt va ung thu ddl truc trang, ung thw v, vaung thu
budng trimg litn quan 161 BRCAL (\em vi du, Kreplschl et al. Breast Cancer Res., 14: R24;
Diskin et al: Nature 2009, 459:987-991; Lin et al. Cancer Res 2009, 69: 2176-2179; Lucito et
al. Cancc,r Biol Fher 2007, 6:1592-1599; Thean et al. Genes Chromosomes Cancer 2010,
49: 99 106; \‘ enkatachalam et al. Int J (,anccr 2011 129:1635- 1642 and Yoshihara et al.

(Jene C h; omosomes Cancer 2011, 50:167-177). Luu y ran0 cac (,NV thuonof xuyen duoc
tim thd‘,’ h 011:5 nhom quan 1he khoe mdnh (cac CNV pho blcn) duge cho 1 cmng mat vai tro
trong can bénh aug thu (xem, vi du, bhhen and Malkin (2009) Genome Medlcme 1(6): 62).
Trong mot nghién ciru thir nghiém gia thlet ;'ang cac CNV phd bién co hen quan t61 ung thu
ac tinh (Sh‘ien et al. Proc Natl Acad Sci‘USA 2008 105:11264-1 1269) mot sold(\”)' v& moi
CNV d& biét ¢6 ouy tich tring v6i quy tich cta céce gen lién quan t01 ung thw lanh Tmh (nhu
dlmc glm lhleu boi ngglm et al. Nuclﬂc Acids Res 2007, 35:D721-726) duge tao ra. Chiing
dugc goi la "cac CNV ung thu". Trong phép phan tich ban dau (Shlien et al. Proc Natl Acad
Sei U A 7008 105:11264- 11269) 770 b gen khoe manh duogc danh gia bangy cach 'sir dung
tap hop méng AFI jmetnx 500K, ¢6 khoang cach trung binh giua cac mau do Ia 5,8kb. Vi cac
CNV thono 1‘1u0’ng duoc cho 1a bi veu di ¢ cac Vung gen (Redon et al. (2006) Nature 2006,
444:444-454), nén bat ngd 1\h1 phdt hieq ra 49 gen ung thu ma du‘oc bao gdm hodc chong lan
try ticp bm (‘N Vo nhleu h(m mot n gu’m trong nhém quan Thc d01 ching 16n. Trong muwol

gen dau tién, cdc CNV ung Lh_ij cO thc duoc tim thiy trong bdn ngudi hodc nhiéu hon.
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Vi vy tin ring tAn sudt CNV cé thé duge ding 1am thude do nguy co méic bénh ung thu
(xem, vi du, cdng bo sang ché M s6 2010/0261183 Al). Téan suat CNV c¢6 thé duoc xac dinh
don gian bang b gen cau thanh cua sinh vét hodc né ¢o6 the bicu dien mot phan cé nguon goc

tr mot hodc nhiéu khdi u (cac t€ bao khoi u) néu co cac khoi u nhuw vay.

Theo mét s6 phuong an nhit dinh, cac CNV trong mAu thir nghiém (vi dy, miu bao gdm axit
nucleic cau tao (dong giao tir)) hodc hdn hop céc axit nucleic (vi dy, axit nucleic dong giao ti
va (cac) axitnucleic ¢6 ngudn gde tir cac té bao khdi u) dwoc xac dinh nho st dung cée phiong
phap duge md ta & day cho cac bién thé s6 lugng ban sao. Viéc nhin dang 36 lugng gia ting
ctia cac CNV trong mau thtr nghiém, vi du, so v6i gia tri dbi chimg chi ra nguy co hodc khuynh
hudng d& tiic ung thu & d6i twong. Can hidu rang gia tri dbi chitng ¢6 thé thay d6i theo nhém
quin thé xac dinh. Cling can hiéu ring gia tri tuyét d6i cua sy gia ting v& tén sudt CNV s&
thay d’éi t\ky theo d4 chinh x4c ctia phuong phap ding dé xac dinh tan suﬁt CNV va ca’c tham
50 khéc. fhon<r 1huong, sy gia tang veé tan suit CNV it nhat vao hhoang 1.2 lan gia ‘m a6i
chung duge xac dmh aé chi bao nguy co méc ung thw (xcm vi du, Cong b6 paient My

2010/0261 183 A 1), vi du su gia tang ve tin ¢uar CNV it nhai hoaa vao khoang 1.5 1an gia tri

db6i Lhung hodc nh1eu hon nhu 2 dén 4 14n gia tri asdi chung 12 chi bao vé nguy co gia ting

méc bénh ung thwr (vi du, so v&i nhom quén thé doi chimg khoe manh binh thuong).

Xéc dinh sy bién ddi cau triic trong'bd gen ctia dong vat ¢ via so vai gid tri ddi chimg cting
duoe cho 13 chi bdo nguy co mic ung thu. Trong ngit canh nay, theo mdt phuong an, thuét
ngit "bién ddi cAu trac" cb thé be duoc dinh nghia la tAn sudt CNV & dong vt ¢6 vi duge
nhan voi kich thude CNV trung binh (tinh theo bp) & dong vat c6 va. Vi vay, cac s6 didm
bién dbi cAu tric cao s& thu duge do tin sudt CNV gia ting va/hodc do xay ra céc mét doan
hodc lip doan axit nucleic thude bo gen lén. Theo do, theo mot s6 phuong an nhét dinh cac

CNV trong mau thir nghiém (vi dy, mau bao gom axit nucleic cau tao (dong giao tr)) dugc

I'4
A

XdC dinh bing cach su dung cac phuorng phap dugc mo ta o d‘ay dé xac dmh kich thude va sd
lugng cua céc men the 56 hmng ban sao. Theo mot 50 phuong an nhat dmh, téng diém s6 blen
d6i cau tric trong ADN bd gen 16n hon khoang 1 tri¢u bazo, hodc 16n hon khoang 1,1 1:r1eu

bazo, hodc 16n hon khoang 1,2 triéu bazo, hodc 16n hon khoang 1,3 meu ba.zcr hodc i6n hon
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khoang 1,4 triéu bazo, hode 16n hon khodng 1,5 tri€u bazo, hofc 16n hon khoang 1,8 tridu

bazo, hoac 16n hon khoang 2 tridu bazo cia ADN chi bao nguy co mdc bénh ung thu.

Tin rang cac phwong phap nay cung cap phép do vé nguy co mac ung thu bao gdm nhung

khong bi gi6i han &, cac bénh bach cau cap tinh va man tinh, cac u lymphd, rat nhiéu khoi u

e
A

riin cla trung mo phoi hodc biéu moé phoi, ung the ndo, vi, gan, da day, rudt két, u lymphd té
bao B, ung thu phéi, ung thu phé quan, ung thu dai trye trang, ung thu tuyén tién liét, ung thu
vi, ung thu tuyén tuy, ung thu da day, ung thu budng trimg, ung thu bong dai, ung thw hé thin
kink ndo hodc trung wong, ung thw hé than kinh ngoai vi, ung thu thwe quéan, ung thu ¢, u
melanin, ung the tr cung hodic ndi mac tir cung, ung thu khoang miéng hodc hong, ung thu
gan, ung thu than, ung thu duong mat, ung thu€ rudt non hogc rudt thira, ung thu tuyén nudc
bot ung thw tuven giap, ung thu tuyén thuorng than ung thu Xuong, ung thu’ mo lién két sun,

umd 4c tinh, ung thu tinh hoan, va u md bao soi ac tinh, va cac ung thu khac.

Cdc hién twong léch boi vihiém sdc thé toan phan

Nhuw neu trPn dav co ton tai tin sudt cao ciia hién twong léch boi & bénh ung thu. Trong mot
36 nghun clru luem fra mitc do thuong x4y ra cia c4c bién thé s6 lu’cmg bén sao soma (somatic
copy number alteratmns - SCNAs) ¢ bénh ung thu pha( hxcn thdy rang mot phan tu cua bo
gen cua té bao ung thu thong thumlg bi bénh hodc bai cac SCNA toan bo nhanh hoac boi cac
SCNA toan b6 nhidm séc thé cua hién tugng lcch b01 (xcm vi du, Beroukhim et al. Nature
463: 899-90 5). Céc bién dbi toan b6 nhidm sic thé dwgc quan sat thay hoi quy & mot s6 loai
ung thu. Vi dy, nhin thdy sy gia ting clia nhiém sic thé 8 & 10 dén 20% trong s6 céc trudng
hop mic benh oach cAu tiy bao Cap tinh (acute myelmd leukaemia - AML) cling nhu mot sd
khOJ u rén, bao gom ung thu mo6 lién két Ewing va c4c kh01 u X0 cung (xern vi du, Bamard
et al. Leuk;ermq 10: 5-12; Maurici et al. Cancer Genet. Cytogenet. 100: 106-110; Qi et al.
Cancer Genel. Cytogénet. 92: 21417-149; Barnard, D. R. et al. Blood 100: 427-434; va tuong
tu. Danh sach céc 'té.ﬁg va glam nhiém‘ séc thé minh hoa nhung khong gidi han sang ché G cac

bénh ung thu ngudi duge the hién trong Bang 2.

BANG 2. Céc tang va giam nhiém séc thé hdi quy dic biét minh hoa & bénh ung

thu ngudi (xem, vi dy, Gordon et al. (2012) Nature Rev. Genetics, 13: 189-203).
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Nhién} sic [Tang Giam
thé iL.oai ung thu Loai ung thu
1 DPa u thy xuong Ung thu biéu m6 tuyén (than)
Ung thu biéu mo tuy &n (va)
2 U nguyén bao gan
Ung thu mé lién két cia Ewing ;
3 Da u tay xuong U melanin )
U lympho té bao B Ién khuyéch tin Ung thu biéu mé tuyen (thén)
4 Bénh bach cAu nguyén bao cap tinh Ung thu biéu m6 tuyén (than)
-5 Da u thy xuong
Ung thu biéu mo tuy én (than)
6 Bénh bach ciu nguyén bao chp tinh Ung thu biéu m6 tuyén (than)
Khoi u Wilm
7 Ung thu biéu mé tnyén (than) Ung thu Bénh bach cau tiy bao chp tinh
biéu mé tuyén (rudt) énh bach céu dong tiy va mono bao vi
thanh nién
8 Bénh bach cdu tiry bao cip tinh Bénh Ung thu biéu mé tuyén (than)
bach cau ity bao man tinh Ung thumo ‘ )
lién két Ewing
9 Dau ty xuong ‘
“Bénh tang hong cau vo cin
10 Bénh bach cau nguy én bao cap tinh IU bao hinh sao
Ung thu biéu m6 tuyén (tlr cung) Pa u tly xuong
il Pa u tiy xuong | '
12 Bénh bach ciu lymphd bio man tinh F‘Da u tiy xuong
Khoi v Wilms 1
13 Bénh bach ciu tiry bao cap tinh Da u tly xuong
Khoi v Wilms | ’
14 Bénh bach c.j;xu nguyén bio cap tinh Ung thu biéu mo tuyén (thén)
' ' U mang ndo
15 Pa u thy xuong
16 Ung thu biéu mo tuyén (than) Pa u tlly xuong
17 Ung thu bleu mo tuyén (than) |
Bénh bach cdu nguyén bio Cap tinh | -
18 Bénh bach ciu ngu 1yén bao cap tmh [Ung thu bidu mod tuyén (thén)
. Knm u Wilm ] - .
i9 Pau iy xuong : LUng thu bidu md tuyén (V)
Bénh bach cau tay b0 man tinh mang néo
206 U nguvén-bao gan

|
|
|
i

Ung thu biéu mo tuyén (than)
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21 Bénh bach uau nguy€n bao cap tinh
Benh bach ciu nguyén méu tiéu cdu cdp tinh

272 Bénh bach ciu nguyén bao cap tinh U mang ndo
Bénh bach cdu nguyén bao cap tinh
U lymphd ¢d nang

Y

A r

Theo céc phuong an khac nhau. cac phuong phap duwoc mo ta ¢ day co thé duoc st dung dé
phét hién va/hodc dinh lugng cac hién twong léch boi nhiém sfc thé toan bd ma co lién quan
t61 ung thu ndéi chung, va/hode ¢6 lién quan toi cac bénh ung thu cu thé. Vi vay, vi dy, theo
mét s& phuong 4n nhat dinh, su phat hién tlméy va/hodc dinh lwong céac hién tugng éch boi
nhidm séc thé toan bo die trung bdi su tang hodc giam duoc thé hién trong Bang 2 duoc xem

Xét.

Cac bién thé sd lwong ban sao doan nhiém sdc thé cap d6 nhanh.

Nh]cu ngh1en clru dd bao céo che lf1cu mAu cia céc bién the s0 lu'ong bdn 520 CAp dé nhanh
frén toan bd s6 ]u(mo 16n cac mau ung thu (Lin et al. Cancer Res 68, 664- 673 (2008); George
et al. PLOu QNE 2,e255 (2007); Demmhehs et al. Genes Chromosomes Cancer 48: 366-380
(2009): Beroukhim et al. Nature. 463(7283): 899-905). Ngodi ra, quan sét théy ring thn sudt

4
A

clia cic bién thé sb lugng ban sao cap do nhanh gidm theo do dai ctia céc nhénh nhiém séc
thé. Didu chinh theo xu hudng niy, phan 16n cac nhanh nhiém sac thé déu c6 bang chimg chac
chéin vé sy ting hodc gidm uu tién, nhung hiém gip ca hai, & nhiéu dong ung thu (xem, vi dy,

Beroukhim et al. Nature. 463(7283): 899-905).

Do viy, theo mét phuong an, cac phuong phap mé ta ¢ day duge s dung dé xéc dinh cac
CNV c'éip dd nhanh (cac CNV bao gém mdt nhanh nhiém séc thé hodc gén nhu mot nhanh
nhidm sfc thé) trong mau: Cac CNV ¢6 thé duge xac dinh trong cac CNV trong mau thir
nghiém bao gdm axit nucleic ciu tao (dong giao tir) va cac CNV cap d6 nhanh cé thé dugc
nhin dang & cac axit nucleic cAu tao nay. Theo mot ) phuong an nhét dinh, cac CNV c.ép do
nhach duge nhan dang (néu‘ c6. mdt) trong mau bao g6n1 hon hop céc axit nucleic (vi du. céc
axit nuecleic ¢6 ngudn gde tr cac axit binh thudng va céc axit nucleic cé nguon gdc tir cac té

bao khoi u). Theo mét s phuong an nhat dinh, mau nay c¢6 ngudn goc tir doi tugng ma bi
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nghi ngd hoic duge biét mic bénh ung the vi du ung thw biéu mo, ung thur mé lién | &, u

lymphd, bénh bach cAu, cdc u té bao mam, u nguyén bao, va twong ty. Theo mdt phuong 4n,

r
A

mAu nay 12 miu huyét trong cé nguodn gde (duoge xir ly) tr mau ngoai vi ma ¢o thé bao gom
hdn hop ctia ofADN cd ngudn gde tir cac té bao binh thudng va ung thu. Theo mdt phuong
4n khac, manu sinh hoe ma dwoc st dung dé xac dinh xem ¢6 CNV hay khong ¢6 ngudn gbce
tir & bao ma, néu c6 ung thu, bao gdm hdon hop cia cic t& bao ung thu va khong ung thu Qr
cac mé sinh hoc khac bao gomn nhung khong bi giéi han ¢ cac chit 16ng sinh hoc nhu huyét
1hanh md hm nuge mit, nuéce bot nuoe tiéu, nudc bot, dich tai, bach huypt nude bot dich

nao tuy, ravage, dldl huym phu tuy xuong, dich am dao dmh rira qua co, d1ch ndo, dlch tich
ty & bu 1g. sita, cac chat b:u tlF‘t cua cac duong ho hdp, ruot va uet meu va cac mau gan tdch
baa.h cau hoaf‘ tr ongz, cac smh tmt mo, cac m1eng gac, hodc cac Lcmh phet Theo cée pmronfr

an kh% n‘lal mu hoc 12 mau chat thai ran tir ngum (phén).

Theo cée phuong 4n khae nhau, cac CNV duge nhidn dang 1a chi bao v€ sy cd mat cia ung
thu hodc nguy co. gia ting vé mic ung thu bao gom nhung khong bi gi6i han ¢ cidc CINV cép
d6 nhanh dugc liét ké trong Bang 3. Nhu duge minh hea trong Bang 3, m¢t so CNV nhat dinh

ma bao gdm ting cap do nhanh quan trong 1a chi ra sy c6 mit ciia ung thu hodc an nguy co

g

{a ting vé méic mot s6 bénh ung thw. Vi vay, vi du, ting 1én 6 1q 12 chi bao vé su ¢6 mat hoiic
nguy co gia ting mic bénh bach cau ting lymphd bao cp tinh (acute lymphoblastic leukemia
- ALL), ung thu va, GIST, HCC, NSC phéi, u nguyén bao tiy, u melanin, MPD, ung thu
buong "mug. va/hode ung thu tuyén tién ligt. Tang Bn¢3qla Jn bao Ve sy co n-ai hodc nguy

co gia tang mdc ung thu' vay thue quan, SC phm va/ho ac MPD Tang 1&n & 7q ia chi bao vé

su ‘co m&* hoac nguy co gia tang mac ung thu dai truc tr? ang, u than kinh dem HCC, NSC
phoi, ung ouyen bao tuy, u melanin, ung thu tayén tlen ligt, va/hodc ung thu than. Tano lén &
7p Ll ehl bao V & sy cO mat tl()d( nguy co 01a ting mac ung thu v, ung thw dai tryc trang, ung
thu hvw mo tuven terc qucm u tha.n kinh dem H CC, N‘SC phm u nguven bao luy u melanin,
va/hoic ung mu thin, Tang ién & ZOq la chi de ve sy O mat hoac nguy co gia ting mac ung
thu v, ung thu dai truc tranc ‘umd 4c tinh phan biét hoa, ung Lhu' bleu md tuven thuc quan,
vay thuc quan ung *hu u thau l\mh dem H CC, NSC phm u meldmn ung thu buong trung,

va/hoac ung *hu lhan va v.v..
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Tuong ty nhu duge minh hoa trong Bang 3 mot s CNV nhét dinh ma bao gém mat cap do
nhanh dang k& 13 chi ra sy cé mit coa va/hoic nguy co gia tdng mic mot s6 bénh ung thur. Vi
vay, vi du, giam & 1p 12 chi bao vé& sy c6 mit hofic nguy co gia ting mic umd ¢ém duong
tidu hoa. Giam & 4q 1a chi bao vé s ¢6 mit hodc nguy co gia ting mic ung thu dai truc trang,
ung thu bidu mo tuyén thuc quan, SC phéi, u melanin, ung thu buéng tring, va/hodc ung thu
than. Gidm & 17p 12 chi bdo vé sy ¢ mit hodc nguy co gia ting mac ung thu v, ung thu dai
truc trang, ung thu biéu mo tuyén thue quan, HCC, NSC phé‘i, SC phéi, va/hodc ung thu

budng triug, va twong ty.

BANG 3. Cée bidn thé s6 lwong ban sao doan nhibm sic thé Scép*dé nhanh quan trong & moi
trong s6 16 phan nhém ung thu (vi, truc két trang, u m& Ac tinh phan biét hoa, ung thy biéu
mo ‘cuyén-tln_.rc quan, ung thu vay thee quan, GIST (u mé dém duong ti€u héa), u than kinh
dém; HCC (ung thu biéu mé té bao gan), NSC phéi, SC phdi, u nguyén bao tiy, u melanin,
MPD (bénh ting sinh ty), budng trimg, tuyén tién liét, bénh bach ciu ting lymphd bao cép.
tinh (ALL), va than) (xem vi du. Beroukhim et al. Nature (2010) 463(7283): 899-905).

Nhanh  (Céc loai ung thu téng 1én déng kéd  |Cac loai ung thu’ g1am xuong, Gen gdy ung thu/Gen
coe - . dangké o ¢ ché khéi u da biét
p | o "~ |GIST
g ALL, v, GIST, HCC, NSC phoi,
u nguyén bao tiy, u melanin,
. IMPD, budng tring, tuyen tidn liét
B3p e Vay thyc quan, NSC pl.o1 VHL
R ! g ‘ SC phdi, than : -
3q © |Vay thue quan, SC phdi, . ———
| MPD '
4p ALL V4, ung thir biu mo tuyén
A thuc quéan, thén
4q ALY ‘ Truc két trang, ung thu bicu
’ I mo tuyén thue quan, SC
‘ phdi, u melanin, budng -
|- - fring, thin - : :
5p Ung thu vy thu‘c quan, HCC, -—-- TERT
NSC phdi, SC phoi, ung thu
thgm .
Sq HCC, than Unc thu biéu mo tuyen thuc APC
, quan, MNSC phdi
Cp ALL, HLC, NSC phm u ——
melanin : :
6q ALL [U melanin, thin
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7p WV, truce két trang, ung thu biéu - EGFR
’ 6 tuyén thuc quan, u than kinh
dém, HCC. NSC phéi, unguyén
bao tiiy, u melanin, than
7q Truc két tr ang, u than kinh dém, - BRAKF, MET
HCC, NSC phdi, u nguyén bao
tay, u melanin, tuyén tién liét,
than
8p ALL, M PD Ung thu vi, HCC, NSC phol
u nguyén bao tiy, tuye én tién
ligt, thc_m
&q ALL, v, truc két trang, ung thu bicu [U nguyén bao tiy MYC
mé tuyén thuc quan, vay thuc
quan, HCC, NSC phm MPD,
byg)ng tring tuym tién Lc,t
9p MPD ALL, vii, ung thu biéu mo tuyén,| CDKN2A/B
. INSC phéi, u melanin, budng
trong, than
9q ALL,MPD NSC phéi, u melanin,
ung thu buong trdng, ung thu‘
. than
10p ALL U than kinh dem SC
phdi, u melanin
10g ALL U than kinii dém, SC phoi, v PTEN
nguyén bao tiy, u melanin
11ip - U nguyén bao tay wrl
1tgq | . - U md ac tinh phan biét hoa, ATM
u nguyén bao tiy, U melanin '
12p |[Truc két trang, than | eme- KRAS
12q Thin .— »
13q Truc két trang Vi, u md ac tinh phan biét RB//IBRCA2
hoa, u than kinh dém, NSC
- phdi, buéng tring
14q ALL, NSC phdi, SC phdi, tuyén tién |GIST, u melanin, than
ligt o L :
15q GIST, NSC phdi,
SC phdi, budng trimg
16p Vi -
16q ——— Ung thv vu, HCC, u nguyén
bao tiy, budng tru’ngj, tuyén
i L tién liét : .
17p ALL v, truc két trang,. ITP53
b ‘ ung thu bidu mo tuyén thuc
quan, HCC, NSC phdi, SC
phdi, budng triang
17q ALL, HCC, NS_Cphéi; u V1, buong tring ERBB2, -
nguyén bao tay NFI1/BRCAI
18p IALL, unguyén bao tiy - Trc két trang, NSC phoi
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18q ALL, unguyén bao tty Ung thur trye két trang, SMAD2, SMAD4
ung thu biéu mé tuyen
thue quan, NSC phdi

19p U than kinh déra Ung thu bicu md tuyén thuc
quan, NSC phdi, u melanin,
budng tring

19q  |U than kinh dém, SC phéi Ung thu biéu mo tuyén
thire quan, NSC phoi

20p WV, teue két trang, ung thu bidu mo e
tuyén thuc quan, vay thiuc quan,
GIST, u thdn kinh dém, HCC, NSC
phidi, u melanin, than
20qg Vi, truc két trang, u o ac tinh Cema
phan bigt hoa, ung thu bidu md :
tuyen thuc quan, vay thuc quan, u
(hén kinh dém, HCC, NSC phdi, u
imelanin, budng trimg. than »
21q ALL, GIST, MPD . e
q U melanin =~ - - Vi, truc két trang, u m& 4c NF2
‘ tinh phan bi€t héa, ung thu
biéu md tuyén thuc quan,
GIST, NSC phdi, SC phdi,
budng trirg, tuyén tién liét

7

Cacvi du Vé cAc két hgp__ gilta ¢ac bién thé sb luong ban sao cép do nhénh duoc du dinh ¢co
tinh chit min’h hi,m cha khéng gi('}i h‘an sang ché. Cac bién thé s lugng ban sao cip d6 nhanh
khac va cac ké_t 'hqp uﬁg thu cta chung duge biét d6i véi nguoi co trinh do trong linh vyre ky
thuat nay. o | | |

I

Cdc bién thé sé lwong ban sao nho-hon, vi du tiéu diem

r

Nhu néu trén day, theo mot so phuong an nhét dinh, cac phuong phéap duge mo ta & day co

>

thé duoc st dung dé xéac dinh c6 hedc khong c6 khuyéch dai nhiém sac thé. Theo mot s6

s
1%

phuonu an, thuvwh dai nhlem gac the 1a sy tang len cta mot hﬂac nhiéu toan bo nhiém sde
th\, Tboo wc phunnu an Hmc khuyech dai nhx em sac thé 1a sy tang 1n cua mot hofh, nhwu
duan cua nhte m séc tbe T hgo cac phtrong én khéc, 1\huyech dai nhlem sdc thé 1a sy tang 1én
cla hai noa‘ nhiéu doan uono s6 hai hodc nhiéu nhidm sic thc Theo cic phuong an khac
nhau, khuyéch dai nhiém vséc thé co th & hen quan 161 su ting 1én cia mot hodc nhidu gen gay

ung thu.

Cac gen hoat ddng manh lién quan (61 cac khoi u ran ¢ nguoi thong thuong gy ra tic dong

boi sy bicu thi- qua mtc hodc biéu thi di bién doi. Khuyech dai gen 1a co ¢che phd bien dan
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dén tang didu hoa mure bicu hién gen. Céc béng ching tr cic nghién ciru t€ bao di truyén chi
ra ring khuyéch dai dang ké xay ra & trén 50% céc bénh ung thu va & nguoi. Dang Juu y nhat
13, sy khuyéch dai cta thy thé yéu t6 ting truéng biéu bi ngudi tién gen ung thu loai 2 (HER2)
nim trén nhiém séc thé 17 (17(17q21- q22)), gdy ra sy biéu hién qua muc cua cac thy thé
HER2 trén bé mit t& bao dan dén su bao hidu qua mirc va mét didu hoa & bénh ung thu vii va
cac ung thu ac tinh khac (Park et al., Clinical Breast 8:392-401). Céc gen gy ung thu di dugc
phat hién thay 13 dugc khuyéch dai & cac ung thu 4c tinh khéc & ngudi. Céc vi du vé sur
khuyéch dai cia cac gen géy ung thu t& bao & cac khdi u ngudi bao 05m cac khuyéeh dai cua:

c-mye & dong te bao cua benh bach ciu tién tuy bao HL60, va ¢ dong té bao cua ung thu Llw
md p'xm 1é bao nho N myc & cac u nguyen bao soi thin kmh SO cp (cac giai doan II va IV),
cac dong te bao cua u nguyén bao sgi than kinh, dong te bao ciaun guyen bao vong mac va

cac 1\h01 u so cép, va cac dong va khdi u cta ung thu bidu mé 1é bio nho L-myc ¢ dong té
bao va khol u cua ung thu bmu mo phdi té bao nho, c- myb ¢ bénh bach cau tuy xuong cap
tinh Va & dnnp‘ 1é bao clia ung thu bleu mé rudt két, c-erbb & té baoc ung fhr bn.u mo dang u
bidu bi, vi caca than kinh dem S0 (‘a , —& -ras-2 ¢ céc ung thu bleu mod so ¢ chp cha phoi, rudt
két, bang q ang, va 1u0t than N-ras 0 dong tc bao cua ung thu b1eu mo & d’ong vat co vu
(Varmus H., Arm Rev Genetics 18: 553-612 ( 1984) [trich dan trong Watson et al., Molecular
Biology of the Gene ( 4th ed Benjamm/Cummmgs Pubhqhmg Co. 1987)]

Céc lip doan cla cac gen gy ung thu 1a nguyén nhin phd bién ctia nhidu loai ung thu, nhu
truomg hop véi khuyéeh dai P70-86 Kinaza 1 va ung thu vii. Trong cac trudng hop nhu vay,
lap doan di truyén xdy ra & té bao x6ma va chi anh huong dén bd gen clia chinh céc € bao
ung thu,.chirkhong phai toan b co thé, it 4nh hudong honnhiu dén con chau sau nay. Cac vi
du khac vé cac gen gy ung thu ma duoc khuyéch dai 6 cac bénh ung thu ngudi bao gom
MYC; ERBB2 (EFGR), CCND1 (Cyclin D1), FGFR1 va FGFR2 & ung thu va, MYC va
ERBB2 6 ung thu cd; HRAS, KRAS, va MYB & ung thu dai tryc trang, MYC, CCND1 va
MDM?2 & ung thu thue quan, CCNE, KRAS va MET 6 ung thu' da day, ET{BB‘ va CDK4 ¢
u nguyen bao dvm CCNDI1, ERBBI1, va MYC ¢ 0 ung thu dau va cd, (,LNDI & ung thu tP bao
gan, Ivf‘{ CBou nguycn bd() s01 thin kmh MYC ERBB2 va AKT') & ung thu buong trang,
M D]\/L_ ve COE4 0 ung Thu mo lién két, va MYC O ung thu ph01 t& bao nho. Tt neo mnt phur ong

,

an, pmﬁorr; pnap Lheo sang che c6 thé dugce sir dung de xar‘ dmh co hoac khong ¢6 sy Lhuyé ch

o
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dai cia gen gAy ung thu lién quan t6i ung thu. Theo mgt so phwrong 4n, khuyéch dai gen gy
ung thu c6 lién quan tdi ung thu v, ung thu ¢d, ung thu dai truc trang, ung thu thyc quan,
ung thu da day, u nguyén bao dém, ung thu dau va cd, ung thu t€ bao gan, u nguyén bao soi

thin kinh, ung thu budng trirng, ung thuw mo lién két, va ung thu phdi t& bao nho.

Theo mot phirong an, phuong phéap theo sang ché ¢6 thé duoc st dung dé xac dinh c6 hodc
khong ¢6 su mAt doan nhidm sic thé. Theo mot s6 phuong an, mét doan nhifm séc thé 1a sy
mét ciia mot hodc nhidu toan bd nhiém sdc thé. Theo cac phuong an khac, méat doan nhiém
sc thé 12 su mét clia mot hoiie nhidu doan cia nhiém sic thé. Theo céc phurong an khic, mat
doan nhidm séc thé ia sy mét cia hai hoic nhiéu doan trong s6 hai hoic nhiéu nhidém séc thé.

Mét doan nhidm sic thé co thé lién quan téi mat mot hodc nhidu gen @ ché ung thu.

Céc mét doan nhi®m séc th8 lién quan t6i gen e ché ung thu duge cho 1a déng mot vai trd
quan trong trong su phat trién va tién trién ca cac khdi u rén. Gen tc ché khdi u nguyén bio
vbng mac (Rb-1), dit trong nhifm sic thé 13q14, 1a gen trc ché khéi u duge mé ta khi quat
nhat. San pham gen Rb-1, phosphoprotein nhan 105 kDa, rd rang dong mot vai tro quan trong
trong viée didu hoa chu ky té bao (IHowe et al., Proc Natl Acad Sci (MY) 87:5883-5887). Su
bidu hién bién d6i hodc bi mét clia protein Rb duoc gy ra bai su khit hoat tinh cia ca cac
alen gen hoic thong qua dot bién diém hodc mAt doan nhifm sic thé. Cac bién dbi gen Rb-i
da duoc phat hién thiy c6 mat khong chi & cac u nguyén bao vdng mac ma con ¢ cac ung thu
ac tinh khac nhu cac ung thu xuong, ung thu phéi té bao nhé.(Rygaard et al., Cancer Res 50:
531’7 5 17 {1990)]) va ung thu Vu Cac nghién curu da hinh chiéu dal doan cit gioi han
(Restrxotmn fragment 1ength polymmpmsm RFLP) da ch1 ra rang cac loai khoi u nhur vay
thlffmg uyen mat tinh di hop tr & 13q goi ¥ ring mot trong s cac alen Rb-1 bi mat do su
mét doan toan bo nhlern sac thé (Bowcock et al., Am J Hum Genet, 46: 12 [1990]). Cac bat
tnu:(mg I} "thf:‘ﬂ‘ ac the so 1 bao gom cac 1gp doan, cac mat doan va chuym doan khong can
bing lign quan den nhwm sc thé s6 6 va cac nhlem séc thé cap khac chi ra rang cac ving ctia
nhlem shc thé s6 1,cu 1he la1q21-1¢32 va 1pl1-13, ¢6 thé chira cac gen géy ung thu hodc gen
uc chP ung thu ma la lidn quan vé mam bénh den ca hai giai doan man tinh va gldl doan cudi
ctia bénh u t.mg> sinh tuy (CaramaZ/a etal., EurJ Hematol 84:191-200 [2010] U tang smh

tuV con 11°n quan rlen cac mét doan clia nhifm sée thc so 5. Cac mit doan toan phin hodc mat
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doan gitta ctia nhidm sic thé sé 5 1a bat thudmg kiéu nhan thuong gip nbit & cac hoi chimg
loan san tuy (MDS). Nhitng ngudi bénh del(5q)/5q- MDS da dwge phan 1ap c6 tién luong tbt
hon so véi cac ngudi bénh ¢co khiém khuyét kiéu nhan b6 sung, 14 nhitng ngudi ¢6 xu hudng
phat trién u tang sinh ty (MPN) va bénh bach cAu tily xuong cap tinh. Tén xuét cdc mét doan
nhiém séc thé s6 5 khéng cin bang din dén ¥ kién ring Sq chira mot hodc nhidu gen e ché
khdi u ma b vai trd to 16n trong viée kiém soat su phAt tridn cia cAc t& bao méam/gde tao
huyét (hematopoieticstem/progenitor cells - SCs/HPCs). Ban dd di truyén té bao clia cac ving
mat doan thong thuong ( vommnnly deleted reolons LDR%) tap trung & 5g31 va 5q32 dugce

J nhan (]dll!’ 1 Cac gen e chb l\hm u ng Vlen bao gom tleu don Vi rlboxom RP 4 yéu tb
phmn mé hgz 1/Kr0x20 va protein to chuc lai khung té bao, alpha- catemn (Enenmann et al.,
Oncogen 28: 3449 3441). Cac nghién ctiu di truyén t& bio va kiéu alen clia cac khdi u méi va
cac don g 1é bao khm u dé chira rdng su mat alen tir cac vun g phan blet trén nhlem sac thé 3 3p,
bao srom 5105 3p21- 22 3p,21 3, 3p12 13 va 3p14 la cac bat thuong hé gen sOm nhit va
1hu<m g xuyen nhat d01 voi pho rongr cac bénh ung thu b1eu mo chu yeu & phéi, va, thén, dau
va co buong trumg, cb tu cung, rudt ket tuyen tuy, thuc quan bang quang va cac co quan
khac. Mot s6 gen e ché ung thu da dugc anh xa den ving nh1em sic the 3p. va dwgce cho ring
Qué,trmh_ tang metyl hoa chc mét doan giita hodic gen khoi dau xdy ra trudce kh1 mét 3p hodc
toan b nhifm sdc thé s6 3 trong qua trinh phat trién ung thu_biéu md (Angelbni D., Briefings

Functional Genomics 6:19-3 9).

Tré so sinh va tré nho mac hoi chirng Down (DS) thuong mac phai benh bach cau thoang qua

bam sinh va c6 nguy co mic bénh ung thu bach cau dang tiy cap tinh va ung thu bach cau

7
A

tang lymphd bao cip tinh. Nhiém sic thé s6 21, ¢6 khoang 300 gen, 6 thé lidn gnan dén nhidu
dang sai hinh cau tetie, vi du, cac hoan vi, cac mét doan, va cac khuyéch dai, & bénh bach chn,
u lymph6. va khéi u rdn. Ngoai ra, cic gen nim trén nhidm sic thé s6 21 di duroc xéc dinh
rang déng vai trd quan trong trong viéc hinh thanh khdi u. Céc dang sai hinh vé s xoma ciing
nhw cAu tric ctia nhidm sic thé 6 21 ¢6 lién quan t6i bénh bach cau, va cic gen diic hiéu bao
gém RUNX1, TMPRSS2, va TFF, ma nam trén 21q, déng vai tro trong viéc hinh thanh khéi
u (Fonatsch C Gene Chromosomes Cancer 49:497-508). |
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Tir cée véan d trén, theo cac phwong 4n khic nhau, cde phwong phap dwge mo td ¢ day ¢6 thé
dugce st dung d8 x4c dinh cac CNV doan ma da biét 12 bao gém mét hodic nhidu gen giy ung
thu hodic gen tre ché ung thur, vi/hoic da biét 14 c6 lién quan téi ung thu hodc nguy co gia tang
méc ung thu. Theo mot sb phuong én nhét dinh, cac CNV ¢6 thé dugc xac dinh trong mau
thtr nghiém bao g5m axit nucleic cdu tao (dong giao tr) va doan nay co thé duoc nhan dang
trong cac axit nucleic cAu tao nay. Theo mot s6 phirong 4n nhét dinh cac CNV doan duoc
nhan dang (ndu ¢6 mit) trong mau bao gom hdn hop céc axit nucleic (vi du, cic axit nucleic
céd nguon oc tiy cdc axit binh thuong va cac aX1t nucleic co nguon gbe tlr cac te bao khéi ).
‘Theo mot 50 p;mono an | nhét dmh mau niy 6 nguon g Oroc: tir d6i tu gng ma bi nghl ngo hodc
duoc biét mic bénh ung thu vi du ung thu bidu mo, ung thu md lién két, u lymphd, anh bach
cau, cic u té bao mam, u nguyén bao, va tuong ty. Theo mot phuong an, mAu nay 1a miu
huvu tuono ¢6 ngudn goc ( c‘hroc xu ly) tr méu ngoai vi ma cé thé bao gom hon hop cua
cfADN co vg,uon gbe tir té bao binh thuong a te bao ung thu. Theo mot phucmg an khac,
mau sinh ]woc ma duorc str dung dé x4c dinh xem <O CT\TV hay khéng co ngudn 00(‘ i 6 bao

A

ma, néu c¢o ung T'hu' bao gbm hén hop clia céc té bao ung thu va khcmg ung thu ttr cac mo sinh
hoc khac bao gom nhuno khong chi ;1101 han & cac chat l6ng sinh hoc nhu huyét thanh, md
hm anGC mat mroc bot, nude tidu, nude bot, dich 131 bach huyét, nude bot, dich nio tiy,
ravage, dich huyen phu ‘my Kuong, dich am dao, dich rira qua co dlbh nfo, cac dich tich tu &
bung, stta, cae chat bai tiét cta cac c‘hrcng ho hap, rudt va tiét niéu, va cac mau gan tach bach

cau, hodc trong cac smh tiét mo, cac miéng gac hoaL céc kmh phet Theo cac phuong an khae,

mau Smh hoc la mau chét thai 1an ‘ruf nguorl (phan)

Cac CNV duoc st dung dé xde dinh sy ¢ mit cua bénh va/hodc nguy co mic ung thu gia
ting ¢ the bao gom sy khuyéch dai hodc cdc mat dean.

Theo céc phu:ong an l(hac nhau cac (‘NV duge xac dmh 1a biéu th1 su cO mit cia ung thu

7
A

hodc nguy co gla umo méc ung thu“ bao gom mot hodic nhidu trong so cac khuyPCh dai du:oc

ﬂle hy:m 8] Ban

BANG 4: Cac doan nhiém sac thé minh hoa nhung khong gidi han séng che dugce dac

trung boi cac khuyech dai ¢6 lién quan t6i ung thu. Céac loai ung thu dugce 1iét
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ké 14 cac ung thu dwoc nhin dang trong tai liéu Beroukhim e al. Nature 18:

463: 899-905.

Vang dinh Do dai (Mb) Céc logi ung the dwgc nhin dang
trong phép phan tich nay chw khéng
phii trong cdc an ph‘lm cong bé
trudc do

chri:119996566- 0,228 Vv, SC pl1éi, u melanin

120303234

chrl:148661965- 0,35 Vi, u m& 4c tinh phan biét hoéa, ung thu

149063439 , , biéu mo tuyén thue quan, té bao gan, SC

‘ ' ' phéi, u melanin, budng trimg, tuyén tién
liét, than

chrl: 1-5160566 4,416 Ung thu biéu mo tuyén thuc quvén, budng trimg

chr1:158317017- 1,627 U md 4c tinh phan biét hda, ung thu biéu mo

159953843 tuypn thuc quan, tuyén tién liét, than

chrl:169549478- 0,889 Ung thu true két trang, u m(”)‘ 2’10 tinh phan biét

170484405 . _ hoa, tuyén tién liét, than

chri:20]678483- 1,471 Tuyén tien ligt

203358272 4 :

chr1:241364021- 3,678 INSC phoi, u melanin, budng trimg

247249719 '

chr1:39907605- 0,319 Bénh bach cau tang lympho bao cép tinh, v,

40263248 ' NSC phdi, SC phoi

chrl:58658784- 1,544 V14, u m& ac tinh phan biét hoa. SC phéi

60221344 o ‘ :

chr3:170024984- 3,496 V@, ung thu biéu mé tuyén thuc quan,

173604597 U than kinh dém

chr3: 178]49984— 21,123 Vay thue quan, NSC phdi

199501827 ’ C '

chr3 :36350805— 8.795 - |SC phéi, u melanin

95164178 ' g o

chrd:54471680- 1,449 - [NSC phoi

55980061 : '

chr5:1212750-1378766 (0,115 U md ac tinh phan biét hoa

chr5:174477192- 6,124 Vi, NSC phoi

180857866 '

chr5:45312870- 4,206 SC phoi

49697231 .

chré:1-23628840 23,516 Ung thu biéu md tuyén thuc quan

chr6:135561194- 0,092 - V1, ung -thu bitu md tuyé‘n thyc quén

135665525 J '

c}1r6:113536800r~ 10,72 {Ung thu biéu mé tuyén thuc

44361368 ‘ quan, té bao gan, budng trimg
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chr6:63255006- 1.988 Ung thu biéu md tuyén thue quan, NSC phdi
65243766
chr7:115981465- 0,69 Ung thu bicu md tuyén thye quan, NSC phoi, u
116676953 melanin, budng tring
chr7:54899301- 0,363 Ung thu biéu md tuyén thye quan, vay thuc
55275419 quan
chr7:89924533- 9,068 V1, ung thu biéu mé tuyén thuc quan,
98997268 vay thue quan, budng tring
chr8:101163387- 2,510 INSC phéi, u melanin, budng trimg
103693879
chrg:116186189- 4,4 Va, té bao gan, NSC phéi,
120600761 Budng trimg
chr8:128774432- 0,009 Ung thu: biéu mé tuyén thuc quan, vay thyuc
128849112 quan, té bao gan, SC ph01 u nguyén bao tuy, 1di
‘ - loan tang sinh tiiy, budng trimg
chr8:140458177- 5,784 NSC phdi, u nguyén bao tity, u melanin,
146274826 Budng tring
chr8:38252951- 0,167 Truc két tring, ung thu biéu mo tuyén thuc
38460772 quan, vay thuc quan
chr8:42006632- 0,257 Ung thu biéu md tuyén thuc quan, NSC phdi, SC
42404492 bhdi, budng trimg, tuyén tién liét
chrg:81242335- 0,717 VU, umelanin’
81679194 L .
chi9:137859478- 2,29 Ung thu tryc két trang, u m& ‘4c tinh phan biét
140273252 hoa o ‘
chrl 0: 74560456-- 7,455 V1, budng trimg, tuyén tién liét
8202063 :
chrll: 10] 433436— 0,683 ‘\ISC ph01 SC phdi
102134907
chrl1:32027116- , 744 Vi, u m& 4c tinh phan biét hoa, NSC phoi,
37799354 SC phdi
chr11:65098089- 0,161 U m& 4c tinh phan biét hoa, ung thu biéu mo
69278404 tuyén thuc quan, te bao gan, SC phdi, budng -
! . trang ‘
chrl1:76699529- 1,286 U m& 4c tinh phan biét hoa, ung thu biéu md
78005085 e cuyén thuc quan, SC phdi, budng trimg
chr12:1-1311104 1,271 INSC phoi
dn 2:25189655- 0,112 Bénh bach ciu tédng lympho bao cap tinh,
25 2505 ung thu biéu mé tuyén thuc quén, vay thuc
. quén, budng tring .
chrl2: %&)999"7 1,577 Bénh bach cau tang lympho bao cAp tinh, ung, thu
2*94050 truc két trang, ung thu bidu md tuy: én thuc
quén, vay thwe quan, NSC phdi, SANG CHE
, . . phoi
chri2:38788913- 3,779 V1, ung thu truc két trang, u m& 4c lmh ph(m
42596599 biét hoa, viy thyc quéan, NSC phdi, SC phéi
chri2:5 6419)24- 0,021 U m@ 4c tinh phan biét hoa, u melanm
56488685 . than
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chr12:64461446- 0,041 U m& 4c tinh phéan biét héa, than
64607139

chr12:66458200- 0,058 U m& 4c tinh phén biét hoa, vay da thuc quan,
66543552 than

chr12:67440273- 0,067 Vi, u m& ac tinh phan biét hoa, vay thuc
67566002 quan, u melanin, than

chrl2:68249634- 0,06 Va4, u m@ 4dc tinh phan biét hoéa, vay thuc
68327233 quan, thin

chr!2:70849987- 0,036 U md 4c tinh phan biét hda, thén
70966467

chrl2:72596017- 0,23 Théan

73080626

chrl2:76852527- 0,153 U m& ac tinh phan biét héa

77064746 '
chrl2:85072329- 0,272 U m& 4c tinh phan biét hoéa -

85674601 : :
chr12:95089777- - 0.161 U m& ac tinh phan biét hoa

95350380 '

chrl3:108477140- 1,6 Vu, ung thu biéu mo tuyén thuc quan,
1106084607 ' INSC phoi, SC phdi-

chr13:1-40829685 22,732 Bénh bach cau tang lymphd bao cap tinh, -

o ung thur biu mo tuyén thyc quan
chr13:89500014- 3.597 Vi, ung thu biéu mo tLyen thwe quén,
93206506 u nguyén bao tuy
chr14:106074644- 0,203 Vay thuc quan
106368585
chr14:1-23145193 3,635 Bénh bach cau tang lympho bao cp tinh,

vay thuc quan, té bao gan, SC phéi
chr14:35708407- 0,383 V4, ung thu bleu mo tuyén thuc quan,
36097605 vay thuc qudn té bao gan, tuyén tién ligt
chri5:96891354- 0,778 V1, teuc két trang, ung thu biéu md
07698742 tuyén thuc quan, NSC phm u
: o nguyén bao tly, u melanin
chr17:18837023- 0,815 [V, té bao gan
19933105 ‘ '
chr17:22479313- 0,382 Vi1, NSC phéi °
22877776 : .
chr17:24112056- 0,114 V1, NSC phoi
24310787
chrl7:35067383- 0,149 Truc két trang, ung thu biéu mo tuyén thuc
35272328 quan, vay thuc quan
chrl7:44673157- 0,351 U melanin.
45060263 ‘ '
chri7:55144989- 0,31 INSC phm unguyén bao tay, u melanin, budng
55540417 trang
chrl17:62318152- 1,519 Vi, NSC phéi, u melanin, buéng tring

63890591
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chrl7:70767943- 0,537 V1, NSC ph01 u melanin, budng trireg
71305641
chr18:17749667- 5,029 Truc két trang, ung thu biéu md tuyén thuc
22797232 quan, budng trang
chrl9:34975531- 0,096 WV, ung thu biéu mo tuyén thuc quan,
35098303 vay thuc quan
chr19:43177306- 2,17 NSC phdi, budng tring
45393020
chr19:59066340- 0,321 V1, NSC phoi, budng trimg
59471027
chr2:15977811- 0,056 SC phdi
16073001
chr20:29526118- 0,246 Budng trimg
20834552
chr20:51603033- 0,371 Té bao gan, NSC phoi, budng trirng
51989829 ‘
chr20:61329497- 0.935 Té bao gan, NSC phdi
62435964 '
chr22:19172385- 0,487 Truc két trang, u melanin, budng tring
19746441 ’
chrX:152729030- 11,748 V1, NSC phoi, than
154913754 :
chrX:66436234- 0,267 - |Budng trimg, tuyén tién liét
67090514

Theo mdt s6 phuong 4n nhit dinh két hop v6i cac khuyéch dai mo ta trén day (¢ déy), hodc
riéng biét, cic CNV dugc nhéan dang 14 chi ra sy c6 mit ctia ung thu hodc nguy co gia tang vé

mac ung thu bao gbm mdt hogc nhicu trong s cac mat doan duwoc the hién trong Bang 5.

BANG 5. Cac doan nhim sic thé minh hoa nhung khong gidi han sang ché
duoc dac trung bdi cac mat doan c6 lién quan téi ung thu. Cac loai ung thu duoc
liét ké 1a cac loai ung thu duoc nhén dang trong Beroukhim et al. Nature 18:

463: 899-905.

Vang dinh Do dai (Mb)  |Céc logi ung thw dwgc nhin dang &
phép. phan tich nay chur khong phaii trong
’ lcac 4n phAm cong bd truée doé :

chrl: 110339388~ llp 13.2 Bénh bach cau tang lymphd bao cAp tinh, ung thu

119426489 | biéu mo 111y§:11 thuc quan, NSC phm SC phdi, u
{ melanin, budng trang, tuyén tién liét '
|

chr1:223876038- : “] q43 Bénh bach cau ting lymphd bao cép tinh. vi, SC

247249719 |

phdi, u melanin, tuyén tién ligt
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191273063

|

chrl:26377344- 1 p3o6.11 Vi, ung thu bicu mo tuycn thue quan,
27532551 | Vay thue quan, NSC phdi, SANG CHE phoi, u
i nguyén bao tuy, 101]oantang sinh tly, budng
trimg, msen tién liét
chr1:3756302- ;1 p36.31 Bénh bach cau tang lymphd bao cép tinh, Ve,
5867390 3, vay thuc quan, té bao gan, NSC phéi, SC
! phdi, u nguyén bao tuy, roi loan tang sinh
1 tay, budng trimg , tuyén tidn liét, than
|
chrl:71284749- p31.1 IV, ung thr bleu md tuyén thuc quén. u
74440273 l than kinh dém, té bao gan, NSC phéi, SC
! phdi, u melanin, budng trimg, than
S | T
chr2:1-15244284 2p25.3 INSC phoi, buéng trt’rng
\
chir2:138479322- ‘rqu’Z | 'V, truc két trang, ung thu b1eu mo tuyén
1433 (,5272 | Hlluc quan, vay thue quan, té bao gan, NSC
ph01 budng terg, myen tién liét, than
chr2:204533830- 2q33.2 Ung thu biéu m6 tuyén thuc
206266883 quan, té bao gan, NSC phéi, u
: A . nguyén bao tiy, than
chr2:24 1477619- 2q37.3 Vi, umd dc tinh phan biét héa, ung thu )
242951149 | bicu mo tuyén thue quan, vay thuc quén, t&
bao gan, NSC phoi, SC phdi, u nguyén bao
tiy, u melanin, budng trirng, thén
chr3:116900556- 3¢q13.31 U mo ac tinh ph:m biét hoa, ung thu bmu mo
120107320 tuyén thuc quan 1€ bao gan, NSC phm u
' melamn r01 loan tang sinh tiy, luyen tidn liét
chr3:1-2121282 3p26.3 ~|Tuc ké"t trang, u m& ac tinh phéan biét hoa,
ung thu biéu mo tuyén thuc quan, NSC
[ p_héi, u rnelanin, r6i loan tang sinh tiy
chr3:175446835- 3q26.31 Bénh bach cau tang lymphd bao cap tinh, v m&
178263192 ac tinh phan biét hoa, ung thu bidu mo
tuyén thye quan, NSC phm n melanin, rdi
loan ting sinh ty, tuyén tidn lige
Ichr3:58626394- Bpid.2 V1, truc két trang, u ma. ac tinh phan bigt
61524607 | hoa, ung thu bleu md tuyén thuc quan, vay
S 1 thuc quan, té bao gan, NSC pho1 SC phéi, u
nguyén bao tuy, u melanm roi loan tang sinh
tly, budng Lrung. tuyén tién llet than
| | —
chird: 1-435793 “pl6.3 ROi loan tang sinh tiy
chrd:186684565- 14(135.2 Vu, ung thu biéu mo tuvu\ thuc quan,

vay thuc quan, NSC ph 01 u nguyén biao
tiy, u melanin, tuyén tién lidt, than
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chrd 91 (¢89383- dg22.1 Bénh bach ¢Au ting lymphd bao chp tinh, ung thu
93486891 ; bicu md tuyen thyuc quan, 1€ bao gan, NSC
‘ phoi, thin
chr5:177541057- 5¢35.3 Vi, NSC phdi, i loan ting sinh tuy, budng trimg
180857866 !
chr3:57754754- Isq11.2 /4, true két trang, u m& ac tinh phan biét
59053198 ‘ hoa, ung thu bidu mé tuyén thuc quan, vay

| thuc quan, SC phdi, u melanin, 101 loan tang
| sinh tuy, budng tring, tuyén tién ligt

chr5:85837489- iSqQ.] 1 Truc ké} trang, u mo 4c tinh phéan biét héa,
133480433 i INSC phéi, SC phdi, r6i loan tang sinh tiy,

o : : | , budng trimg
chr6:101000242- 6q22.1 ITuckétuﬁng,NSCthéLS(Iph&
21511318 ; o '
:c:hr6:1543157~ - 6p25.3 : Iruc két tr: ang, u m& dc tinh phan biét hoa,

2570302 ung thu bi eu md tuyén thuc guan, NSC phoi, -

SC ph01 budng trimg, tuyén tién ligt

chr6:161612277- 6726 Truc két trang, ung thu biéu md 1ujyen thuc
163134099 ! quan, vay thyc quan, NoC phdi, SANG CHE
phdi, budng trimg, tuyén tién liét

chr6:76630464- 6g16.1 . Truc két tr dng, té bao gan, NSC phoi
105342994 | : ' :
chr7:141592807- 7q34 Vu truc két trang, ung thu biéu md tuyen thue
1422649656 . . : .quan vay thue quan, té bao gan, NSC phdi,

’ budng trimg; tuyén tién ligt, than
'-chr7": 144118814~ 7935 Vi, ung Ler biéu mo tuyen thuc quan vay
148066271 ‘ thirc qudn NSC phm u melanin, roi loan

‘i ting sinh tuy, buong trirng
|

chr7: 1568934’73— i7q36.3 Vu ung thw biéu mo tuyén thuc qvan V&Y

158821424 ‘ thuc quan, NSC ph01 u melanin, r6i loan

, . ‘ tang sinh tuv, budng trimg, tuyén tién liét
chr7:3046420- : Tp22.2 U melanin, réi 10'111 tang sinh tuv budng
4279470 trang 7
chr7:65877239- 7921.11 Ung thu. Vu u nguyén bao tiy, v
79629882 ‘ melanin, réi loan tang sinh tiy, budng
L B . . trong
l\:hr& 1-392555 8p23.3 Bénh bach cau tang lympho bao cép tinh, vi,
' | 101 loan ting sinh tiy
| - 14
chr8:2053441- i8p23.?_ Bénh bach cau tang lymphd bao cép tinh, u m&
6259545 . ac tinh phén biét hda, ung thu bicu md.

| ; tuyén thire quan, vay thuc quan, té bao gan,
i INSC phdi, roi loan tang sinh tuy
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chr8:22125332- 3p21.2 Bénh bach cdu ting lympho bao cép tinh, u
30139123 f md ¢ Lluﬂlohm]bw*hnatebaogmuto
2 loan ting sinh tay, budng wing, thin
chr8:39008109- 18p1L2? Benhbadxcm1hu@lyumhobaocaptvm v, u
141238710 ‘ nu)actnﬁxphdntnethoa vay thyc quan, té
| bao gan, NSC phdi, rdi loan ting sinh tuy,
| than
chr8:42971602- 8g11.22 v, unn)aMUthhmlbwthoa vay thuc
72924037 ! q1m1t€b»ogdn QC}moxrmlomimng
| sinh tdy, than
chr9:1-703871 9p24.3 BenhbadJCManglwnphobdoLapmnh V1.
: o } PJS(Iphol Mnloantang sinh 1y, buong
i trang, tu yen tién liét
Cchr9:21489625- i9p2l3 Ungthwtun,kethaug,ung1hulncwrnotuvcn
22474701 ‘ thue quan, vaythucquan unloautanpqudl
- iy, budng trimg: »
chr9:36365710- Opl13.2 R6i loan tang sinh tiy
37139941 | ’
chr9:7161607- i9p24.] Bpnh bach ciu téng lymphd bao cAp tinh, vi,
127131z L ungthu11ucke1Uang,uncthulneu1no
' ; tuyén thye quan, t& bao gan, Mfmmu
‘ nguyén bao tuy, u melanm rbi loan tang
; sinh ty, buongtluug,luwen nenluw rnan
[ .
chri10:1-1042949 ilOp]ﬁ 5 linpkrtnang‘NS(lph01 ()phéhbuéng
| triing, tuyén tién liét, than
chrl10:129812260- 10g26.3 v, nucherang,utbm1kuﬂldmn‘NS‘
135374737 phdi, SC phéi, u melanin, budng tring,
than
chr10:52313829- 10g11.23 ]Hin,keftrang,PJSC‘ph01 SC phoi, budng
53763264 S fring, thdn
chr10:89467202- 10923.31 Vi, SC phéi, budng tring, thén
00419015 ' '
chrll: 107086196 11q23.1 Unothulneurnotuvenfhuc
116175885 1 uan, 1 nguyén bao tiy, thén . .
h 1:d-1 3910*1 ;11p155 Vi, 0 m& 4c tinh phén biét hoa, ung thu
P tnearﬂotu)enthucquuu NSC phOlh
l kuyejbdotuy,buon01run9
Fhrit130280899— 11g25 ‘Uhouhulﬁéurnéfuvénthgcquén,véyﬂthub'
1134452584 3 quan, té bao gan, NSC phdi, u nguyén bao tuy,
' ‘ than
chr11:82612034- 11qi4.1 U melanin, thin
85091467 | - :
chr12:11410696- 1J2p132 WV, & bao gan, réi loan tang sinh tuy,
12118386 | tuyén tién ligt
chrl2:131913408- 12q24.33 Urnoactuﬂlphmlbmwhou,NSC}m01
132249534 R01loanfangsnnhtuy ‘
bhﬂ2k97551177- 12q923.1 IV, true két trang, ung the vay thue quan,
' B TQ(,]whOL r0110ar1rann'snﬂ1fuv '

09047626
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lchr13:111767404- 13q34 Vi, 1 bao gan, NSC phéi !
114142980 | '
chri3:1-23902184 13q12.1) Vu,S(:phéibuéngtran~
chr13:46362859- 13q14.2 T¢ bao gan, SC phoi, r6i loan ting sinh
48209064 | iy, mycn tién ligt
chr13:92308911- 13g31.3 V4, t& bao gan, NSC phoi, than
94031607 |
chrld:1-29140968 1 4q11.2 Bénh bach cau téng lymphé bao chp tinh, ung thu
} bidu mé tuyén thuc quan, r6i loan ting sinh
| tuy
chri4:6527572 !14q23.3 U m& édc tinh phén biét hoa, rbi
67085224 1 loan tang sinh tiy
I
chrl4:80741860- 14q32,12 Bénh bach cau ting lympho bao cip tinh, u &
106368585 ; 4c tinh phan biét hda, u melanin, rdi loan
B | ltang sinh Lﬂy .
chriS: +-24740084 1} 5¢g11.2 Bénh bach cau ting lymphd bao ¢ Ap tinh, v
ung thu biéu mé tuyén thuc quan, NSC
bhoi, rdi loan tang sinh tuy, budng trit 1g
chrl5:35140533- 15q15,1 Ung thu biéu md tuyen thuc qban NSf‘
43473382 - ' phm 61 loan tang, smh tuv
|
chrlﬁ: 1-359092 1 6pl3,3 Ung thu biéu mo tuyen thuc quan,
; té bao gan, NSC phdi, than
cml6 31854743— 16ql11.2 V1, té bao gan, NSC phoxz, u melanin,
53525739 B thén
chrl16:5062736- }16}:13 3 ¢ bao gan, NSC phm unguyén bao
7709333 : tiy, u melanin, r6i loan ting sinh tuy
T budng trimg, than
chrl6:76685816- 16q23.1 Vu truc ket trang, ung thu biéu mo *uyer
78205652 1o H:huc quén, t& bao gan, NSC phdi, SC phm,
- i u nguyéu bao tuy, than
chri6:80759878- 16¢23.3 Ung thu truc két trdng,, & bao gan, than
32408573 .
chrl6:88436931- }6q24l.3 Ung thu trye két trang, té bao gan, NSC phdi, i
83827254 tuyén tién liét, than '
chrl7:10675416- 17p12 NSC phdi, SC phdi, i loan 1éng sinh iy
12635876
chri7:261854—85- 17q11.2 V1, truc két tr ang, u md ac tinh phan bigt
27216066 f hoa, NSC phbi, SC phdi, u melanin, rdi loan
‘ ting sinli tiy, budng trang
chrl7:37319013- 17¢21,2 Vi, tryc két trang, umd 4c tinh phan
37988602 | biét hoa, SC phé‘i, u melanin, r6i loan
v o tang sinh tiy, budng trimg
chrl7:7471230- 17p13.1 SC phdi, 161 loan tang sinh tiy
7717938 | . : : :
chri7:78087533- 17q25.3 Truc két trang, rdi loan ting sinh tiy
78774742 o o ’
lchri8: 1-587750 18p11.32 Roi loan ting sinh tiy
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chril:46172638- it

8g21.2 Ung thu bidu mo tuyén thuc quan, NSC phoi
49035241 ‘
chrl8:75796373- ﬁ18q23 Tricc két trang, ung thu biéu mé tuyén
76117153 thue quéan, vay thwe quan, budng tring,
tuyén tién liét
chrl9:1-526082 19p13.3 Té bao gan, NSC phoi, than
chrl9:21788507- 19p12 Té bao gan, NSC phdi, thén
34401877
chr19:52031294- 19q13.32 Vi, té bao gdn NSC phdi, u nguyén
53331283 bao tiry, budng tring, than
chil9:63402921- 19g13.43 v, tryc két trang, u md dc tinh phan biét
63811651 héa, t& bao gan, NSC phdi, u nguyén bao
- R - , tiy, budng trimg, than . :

th";ZQ: 1-325978 i20pl3 Vi, u m& 4c tinh phan biét hoa, NSC phéi
chr20:14210829- 20p12.1 Ung thu bleu mod tuycn thye quan, NSC phoi,
15988895 \ u nguyen bao tiy, u melamn roi loan

‘} ting sinh tuy, tuyén tién liét, than

|
chr21:38584860- 21q22.2 Vua
42033506 \ e 4
chr22:20517661- 122q1 1.22 Bénh bach cau tang lympho bao cip 1mh ung thu |
21169423 | : bidu mé tuyén thic quan
chr22:45488286- 22ql13.33 W1, té bao gan, NSC phdi, SC phoi
49691432 ’
chrX:1- 32431 11 o [Xp22.33 Ung thu biéu mod tuycn thyc quan, NSC

| phoi, SC phm '
chrx:31041721- -Xp21.2 - [Bénhbach cag ting lymphd bao c‘:f'tp tinh, ung thu
34564697 ,‘ bicu md tuyén thye quan, @ than kinh dém

Cac hién tuong lc‘nh bd1 1¢ duge nhin dang 14 dic trung vé cac bénh ung thu khac nhau (vi
du, “é hlen tuwong 1énh boi 1€ dufOf‘ nhén dang uong céc Bang 4 va 5) ¢6 thé chira céc gen
duge bnet la ¢6 lién quan tGi cac cin benh ung the (v1 du, cac chit tc che khdi u, cac gen gy
ung thu, v.v.). Céc hién twong Iuch boi nay cung ¢6 thé duge tham do d¢é nhcm dang cac gen

lién quan nhung chua bibt trude do.

Vi du, Beroukhim et al. supra, ddnh gi4 cdc gen gdy ung thu tiém nang trong céo bién thé s6
luong ban sao nho sir dung cic mbi quan hé gen gitta cac Loci20 lién quan (GRAIL - Gene
Relationships Among Implicated Loci20), mot thuat todn ma tim kiém cac cic mbi quan hé
chire gitta cac ving thude bo gen. GRAIL tink diém cho mdi gen trong tip hop cac vang thude
bd gen vé 'tinh lién quan' ctia n6 t6i cac gen & cac vang khéac dyatrén sy twong fur nguyén bin

J4

gifta cac doan tom tat cong bo cua tht ca c4c to bao vién din dén gen, v6iy dinh la mot s6 gen
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dich s& hoat ddng theo cac qua trinh phd bién. C4c phurrong phap nay cho phép nhin dang /md
ta cac gen tru‘c’ré d6 khong lién quan t6i cac bénh ung thu cu thé dang d& cap. Bang 6 minh
hoa cac gen dich dugce biét 12 nim trong doan khuyéch dai dugc nhan dang va cac gen duge
du bao, va Bang 7 minh hoa cac gen dich dugc biét 1a nim trong doan mét dugc nhan dang

va céc gen duge du bao.

BANG 6. C4c doan va gen nhiém sic the minh hoa nhung khong gidi han séang che duoc biét
hoic du bio 12 ¢6 trong cac vang c¢6 dic dicm 12 khuyéch dai ¢ nhicu ung thu khic nhau (xem

vi dy, Beroukhim ef al. supra.).’

Nhifm séc thé | Vang dinh #cac |Dichda | Dich hang
va biing nhiém | o gen | biét dau GRAIL.
sac thé ‘
Sq2421 | chr8:128774432- 1 MYC MYC
128849112
119132 chr11:69098089- 3 "CCNDI | ORAOVI
69278404
17q12 chr17:35067383- 6 ERBB2 ERBB2,
| 135272328 Cl7orf37
12q14.1 | chrl2:56419524- 7 CDK4 TSPAN31
S| 56488685 - - L
149133 T | chri4:35708407- 3 NKX2-1 NKX2-1
36097605 '
ql5 chr12:67440273- 1 MDM2 | MDM?
67566002 -
iz chr7:54899301- 1 EGFR EGFR
55275419 -
1212 chr1:148661965- 9 MCLI MCLI
149063439 e x
gpl2 chr8:38252051- |3 | FGFRI FGFRI
| 38460772 o
12p121 chr12:25189655- 2 KRAS KRAS
25352305 |
19912 T chr19:34975531- I | CCNEI CCNEI
- 35098303 | -
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2291121 ch122:19172385- 1 CRKI, CRKL
19746441
12415 chr12:68249634- 2 LRRCI0
68327233
12q14.3 chr12:64461446- 1 HMGAZ | HMGA2
64607139
Xq28 chrX:152729030- 53 SPRY3
154913754
Spl5.33 chr5:1212750-~ 3 -TERT TERT -
1378766 B o
34262 chr3:170024984- | 22 ["PRKCI PRKCI
173604597 | |
154263 chr15:96891354- | 4 IGFIR IGFIR
o 97698742 |
209132 chr20:51603033- I T zNE217
- 51989829 - ' o
gpil2l | Chr8:42006632- 6 PLAT
B 42404492 -
|
1p3d.2 chr1:39907605- |7 MYCLI | MYCLI
- 40263248
1762133 chr17:44673157- 4 NGFR, PIB
45060263
2p24.3 chr2:15977811- 1 TMYCN | MYCN
o 16073001 - v
79213 chr7:89924533- 62 "cpks CDK6
- 98997268 .
1334 chr13:108477140- | 4 IRS2
o 110084607 .
11q14.1 chr11:76699529- 14 GAB2
R 78005085 - o
20q13.33 [ Chr20:61329497- | 38 BIRC7 |
= 62435964 |
[7q23.1 chr17:55 144989- 5 RPS6KBI i
: 55540417
_____ : L j
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1pl2 chrl:119996566- 5 REG4
120303234
8q21.13 chr8:81242335- 3 ZNF704,
81979194 ZBTBI0
6p21.1 - chr6:43556800- 18 VEGFA
44361368
| 5pl chr5:45312870- 0
| 49697231
20q11.21 chr20:29526118- 5 'BCL2L1 | BCL2LI, IDI
: 29834552 ‘
6q23.3 chr6:135561194- i MYB hsa-mir-548a-
: 135665525 : P
1g44 chrl:241364021- 71 AKT3 i
. 247249719 :
130353 | chr5:174477192- 92 FLT4
: 180857866
| 79312 chr7:115981465- 3 MET MET
116676953
18q11.2 chr18:17749667- 21 CABLESI
: 22797232 1
17q25 1 chr17:70767943- 13 GRB2, ITGB4
. 71305641 :
1p32.1 chr1:58658784- 7 JUN N |
160221344
17q11.2 chr17:24112056- 5 DHRSI13,
24310787 FLOT2,
ERALIL,
| PHFI2
170112 chrl7:18837023- |12 MAPK7.
19933105
| 8q24.11 | chr8:116186189- 13 NOV
i 120600761 - |
l o
| 12015 chr]2:66458200- 0 !
1 66543552
| ; '
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199132 chir19:43 177206- 60 LGALS?,
45393020 | DYRKIB
1122 chrl 1:101433436- | 8 "BIRC?, BIRC?
| 102134907 | YAPI
4q12 chrd-54471680- 7 PDGIRA | KDR KIT
55980061 KIT
12pli 21 chr12:30999223- o | DDXI],
32594050 FAMG0A
328 chr3:178149984- | 143 PIK3CA | PIK3CA
o 199501827 o
(p36.33 chri:1-5160565 | 77 TP73
17q24.2 chrl7:62318132- 12 BITF
63890591
1233 chrl:158317017- 52 PEALS
159953843
1243 chrl:169549478- 6 BAT2DI
170484405 MYOC
8922 chr8:101163387- 14 RRM2B
103693879
134313 chr13:89500014- 3 GPC3
03266506 -
12211 chr12:70849987- |0
70966467
12p13.33 chr12:1-1311104 10 WNKI
129212 chr12:76852527- 0
77064746
1432.1 chr1:201678483- 21 MDMA MDM4
o 203358272
19q15.42 chr19:59066340- 09 PRKCG,
59471027 TSEN34
1212 chr12:38788913- 12 ADAMTS20
| 42596599
12231 chr12:95089777- 2 BLK3
L 05350380 -
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12q21.32 chr12:85072329- 0

|
85674601
1022.3 chr10:74560456- 46 SFTPAIB
82020637
3pll.i chr3:86250885- 8 POUIF]
05164178
17q1 1.1 chr17:22479313- ! WSB1
22877776
8q243 | chr8:140458177- 97 | PTP443,
146274826 MAFA,
PARPI10
Xql2 chrX:66436234- 1 AR AR
67090514
6q12 chr6:63255006- 3 PTP4AI
65243766
1412 chrl4:1-23145193 95 BCL2L2
9q34.3 chr9:137859478- |76 NRARP,
140273252 MRPLA4I,
- TRAF2, LHX3
6p24.1 chr6:1-23628840 |95 - E2)73
13122 chrl3:1-40829685 110 FOXO1
12q21.1 chr12:72596017- |0
73080626
14¢32.33 chr14:106074644- 0 I
106368585 _ | }
Lip!3 chrl1:32027116- 35 Wrl
| 37799354 |
l |

BANG 7. Cac doan va gen nhiém sic thé minh hoa nhung khong gidi han sang ché
duoe biét hodic du bao 1a ¢d trong céc ving ¢6 dic diém la khuyech dai ¢ nhiu ung

thu khac nhau (xem vi du, Beroukhim et al. supra.).

-161-



41317

90419015

Nhifm sic thé Ving dinh # chc Pich da biét DPich hang dau
va bing nhiém gen ciia GRAIL
sic the
9p21.3 chr9:21489625- 5 CDKN2A/B CDKN24
22474701
3pl4.2 chr3:58626894- 2 FHIT FHIT
61524607
16¢23.1 chr16:76685816- 2 WWOX WWOX
78205652
9p24. 1 che9:7161607- 3 PTPRD " PTPRD -
‘ 12713130 - Lo
20p12.1 chr20:14210829- 2 MACROD?2 FLRT3
S 15988895
| 6626 chr6:161612277- 1 PARK? PARK2
- 163134099
13q14.2 chr13:46362859- 8 RBI RBI
L 48209064 :
2q22.1 chr2:138479322- 3 LRPIB LRPIB
- 143365272 '
4q35.2 chrd:186684565- 115 FRG?,
- 191273063 TUBB4Q
5q11.2 chr5:57754754- 5 PDE4D PLK2,
: 59053198 : PDE4D
16p13.3 chr16:5062786- 2 A2BP1 A2BPI
: 7709383 -
7934 chr7:141592807- 3 TRB PRSS1
" 142264966 . ’ ‘
2q37.3 chr2:241477619- 19 TMEMI6G,
242951149 INGS
19p13.3 chr19:1-526082 10 GZMM,
~ » THEG,
PPAPIC,
C1%o0rf20
10923.31 chr10:89467202- 4 PTEN PIEN
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chr8:20%3441-

8p23.2 1 CSMDI CSMDI
6259545
1p36.31 chr1:3756302- 23 DFFB,
6867390 ZBTBAS,
AJAPI
4q22.1 chr4:91089383- 2 MGC48628
9348689 1
18423 chr18:75796373- 4 PARDG6G
76117153
6p25.3 chr6:1543157- 2 FOXCI
2570302
19q13 .43 chr19:63402921- 17 ZNF324
63811651
Xp21.2 chrX:31041721- 2 DMD DMD
34564697 -
11q25 chr11:130280899- 12 OPCML, HNT HNT
o 134452384 o
13q12.11 chr13:1-23902184 29 LATS2 |
22413.33 chr22:45488286- 38 TUBGCP6
49691432
15112 chri5:1-24740084 20 A26B1
22q11.22 chr22:20517661- 3 VPREBI
21169423
109263 chr10:129812260- 35 MGMT,
135374737 SYCEI
12p13.2 chrl2:11410696- P ETV6 ETV6
12118386
8p23.3 chr8:1-392555 2 ZNF596
[ 1p36.11 chr1:26377344- 24 SFN
27532551
11pl5.5 chr11:1-1391954 49 RASSF7
17q11.2 chr17:26185485- 10 NF1I NF1
| 27216066
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11q23.1 chr11:107086196~ 61 ATM CADMI
116175885
9p24.3 chr9:1-708871 5 FOXDA4
10q11.23 chr10:52313829- 4 PRKGI DKKI,
53768264 PRKGI
15g15.1 chr15:35140533- 109 TUBGCP4
43473382
1pl3.2 chr1:110339388- 81 MAGI3
119426489
NXp22.33 chrX:1-3243111 21 SHOX
3p26.3 chr3:1-2121282 2 CHLI
9p13.2 chr9:36365710- 2 PAXS MELK
37139941
17p13.1 chr17:7471230- 10 TP53 ATPIB2
7717938
1242433 chr12:131913408- 7 CHFR
132349534
7q36.3 " chr7:156893473- 7 PTPRN2 NCAPG2
. | 158821424 | o
6q16.1 chr6:76630464- 76- FUTY,
E 105342994 C6orfl63,
Coorfl62,
GJAI0
521.1 chr5:85837489- 142 APC APC
133480433
Spll.22 chr8:39008 109- 7 C8orfd,
| 41238710 | ZMAT4
19q13.32 chr19:52031294- 125 BBC3
‘ 53331283 1
10p15.3 chr10:1-1042949 4 TUBBS
1p31.1 | chr1:71284749- 4 NEGR/ NEGRI
74440273
12¢31.3 chr13:92308911- 2 GPC6 GPC6, DCT
|94031607
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16g11.2 chrl6:31854743- 37 " RBL2
53525739
Z0pl13 chr20:1-325978 10 SOX12
5q35.3 chr5:177541057- 43 SCGB3A1
180857866
1q43 chr1:223876038- 173 RYR? FH, ZNF678
247249719
16p13.3 chr16:1-359092 16 HBZ
17q21.2 1 chr17:37319013- 22 CNP
37988602
2p25.3 chr2:1-15244284 51 MYTIL
3q13.31 chr3:116900556- 1 LSAMP
| 120107320
g2 chr7:65877239- 73 MAGI2 ‘CLDN4
79629882
|
7435 chr7:1441188 14- 3 CNTNAPZ CNTNAP2
148066271
14q32.12 chr14:80741860- 154 PRIMAL
106368585
16q24.3 chr16:88436931- 9 1 Cl6orf3
o 88827254 o
392631 chr3:175446835- 1 NAALADL? NAALADL2
: 178263192 o
179253 chr17:78087533- 2 | ZNF750
o 78774742 '
19pi2 chr19:21788507- 2 ZNF492,
34401877 INF99
12¢23.1 chr12:97551177- 3 ANKS1B ANKSIB
99047626
4p16.3 chrd:1-435793 4 ZNF14]
18p!i.32 chr18:1-587750 4 COLECI?2
29332 chr2:204533830- 1 PARD3B PARD3B
206266883

-

-165-



41317

8p21.2 chr8:22125332- 63 DPYSL2,
30139123 STMN4
8ql1.22 chr8:42971602- 86 SNTGI FLJ23356,
72924037 ST18,
RBICCI
16q23.3 chr16:80759878- 2 CDHI3 CDHI3
82408573
11ql4.1 chr11:82612034- 6 DLG2 CCDC89,
85091467 CCDCY0B,
TMEMI126A4
14q23.3 chr14:65275722- 7 GPHN, MPP5
67085224
Tp22.2 chr7:3046420- 1 SDK1 SDK1
4279470
13q34 chr13:111767404- 25 TUBGCP3
114142980
17p12 chr17:10675416- 5 MAP2K4 MAP2K4,
12635879 ZNF18
21g22.2 chr21:38584860- 19 DSCAM, DSCAM
42033506 TMPRSS2/ERG
18q21.2 chr18:46172638- 7 SMAD4, DCC DCC
49935241
6q22.1 chr6:101000242- 87 GTF3C6,
121511318 TUBEI, ROSI
14ql1.2 chr14:1-29140968 140 ZNF219,
NDRG?2

Theo cac phuong 4n khac nhau, dy dinh st dung cac phuong phép néu & day dé xac

dinh CNYV cta cac doan bao gff)m cac gen hodc vung da khuéch dai duge x4c dinh trong Bang

6 va/hodc sir dung cic phuong phap néu & day dé xac dinh CNV ctia cac doan bao gdm cac

gen hodc viing méit doan duge x4c dinh trong Bang 7.

Theo mdt phuong 4n, cac phuong phap dwgc mé ta & ddy cung cép phwong tién danh

gid moi lién quan gilta khuéch dai gen va mtrc d§ phat trién khoi u. Tuong quan gifta sy
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khuéch dai va‘hodc mét doan va giai doan hoic cﬁp dd cua béah ung thu cé thé co v nghia
tién lwong quan trong boi vi thong tin ndy co thé gop phan vao viéc xac dinh cép d9 khéiu
dwa vio di truyén s& du doan tot hon dién bién trong taong lai cia bénh véi cc khdi u tién
trién manh hon ¢6 tién luong x&u nhét. Ngoai ra, thong tin vé céc su kién khuéch dai va/hoic
méat doan gen sém cé thé hitu ich trong viée lién hé cac sy kién nay 1a yéu t6 du doan cho tién
trién bénh sau nay.

Khuéch dai va mat doan gen nhw dugce x4c dinh boi phuoag phép nay co thé duroc két
hOp véi cac t lwam so da blet khéac rmu cap do khdi u, m6 hoc, cl 56 Pén nhin Brd/Urd. ﬁnh
trang ‘no1mon su lién quan vé nit, kich thudce khm u, thoi glan qong va cac dic diém khox u
khic co san tlr cac nghxen ciu dlch 1€ hoc va thong ké smh hoc. Vi du, ADN khoi u cén thu
ngh]em bane phlmng phdp nay co the bao gdm tang san khong dién hinh, ung thu blCIl mo
ong dm sfia tai cho ung thu g1a1 doan I-IIT va cac hach bach huyct di can de cho phep Hac
dinh mm lién quan gita sy khuéch da1 mét dom va giai doan Méi hcn quan dugc tao ra cé
thé gitp can ﬂwcp tri hw hi¢u qua V] dy, céc ving dugce khuech d‘ll on dmh c6 thé chira mgt
gen bidu hlcn qua muc, san pham clia gen nay ¢o the duoc tén ong t11 1 ¢u (vi du, mu thé ycu
t6 tang truong tyrosin kmam p185HLP‘2) o |

Theo cac phuong an khéc nhau, cac p‘nvzon0 phap dugc mo ta & day c6 thé dugc str dung
dé xéc dinh céc su kién khuéch dai vz‘l/hoéc mat doan lién quan dén hién tuong khang thude
bang cach X&c dmh bin thé s6 luong ban 520 cua trinh tw axit nucleic ttr ung thu nguyén phét
dén bmn thﬂ 50 hrono ban sao cua cac té bao da di can dén vi tri khac. Neu khuech dai Vd/hoac
mét r’[o.m gen la b1cu lnm cua tinh khomT o6n dmh nhiém sdc the cho phep phat trién nhanh
Lhonsf mm *ufong khdng thuoc mong doilacé sur knuech dai Va/hoac mat doan tlonc cac khbi
u nguyén pbal & nguoi benh khéng thubc héa tu nhidu hon 1a trong cc kh01 u ¢ nguoi bénh
nhay cam v6i hoa tri. Vi du su khueoh dai cua cac gen cu thé chiu trach rhiém vé su phat
tridn cia khang thude VUIl;’ quanh cac gen nay duorc mong dol la s& duogc khuech dai 6n dinh
trong cac té baa khdi u tir sy tran dich mang phdi & noum bénh khdng thué héa tri nhung
hhmg c6 trong cac I\hm u nguyén phat. Vmc phat hién ra m01 lién quan g cma khuéch dai
Va/hom mat doan gcn va sy phét trién ciia hién tuong khi ng thuoc co lhe cho pn»p Xa mh

ngmn benh i€ hogic s€ khong haong loi it liéu phap bo tror
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Theo cach trrong tu véi cach duge md ta dé xac dinh sy c6 mat hay khong ¢ mit cia
d6t bién 1éch boi nhidm séc thé bao thai toan bd va/hodc mot ph§n trong mau ngudi me, cac
phuong phép, thiét bi, va hé théng duoc mé ta & diy co thé dugc st dung dé xac dinh su c6
mit hay khong ¢6 mat ctia dot bién 1éch boi nhiém séc thé toan bo va/hoic mot phan trong
mau nguoi bénh bat ky chtra cac axit nucleic, vi du ADN hodc cfADN (bao gbm cac mau
ngudi bénh khong phdi mau ngudi me). Mau ngudi bénh ¢6 thé 13 loai miu sinh hoc dwge md
ta & phan khac trong ban mo ta nay. T 5t hon 13, mAu nay thu dwoc bang cac quy trinh khong
xam lan. Vi du, miu ndy ¢o thé 1a mau méu, hodc phan doan huyét thanh va huyét trong cua
mau mau. Theo cach khac, miu nay 6 thé 1a mau nude tiéu hoic mau phan. Theo chc phuong
an khé? nfi’a miu nay 1a mau sinh thiét mé. Trong moi tredng hop, mau déu chira cac axit

nuclu«* vi du cEADN hogc ADN gen, dugce loc, vaxac dinh trinh ty bang cach sir dung phu ong

Ie
A

phap ba* ky trong s0 cac phuong phap xac dinh trinh ty NGS md ta t1uoc do.

Ca dol bién 1&ch boi nhidm sac the toan bd va mot phan lién quan den sy hinh thanh,
tién mm benh ung thu ¢ thc dugc xac dmh theo phu ong phap nay.

Theo c4c phuong an khac nhau, khi sir dung cac phuong phap mo ta & da" dé xé4c dinh
su ¢ mit va/hodc tang nguy co ung thu, su chudn héa dit liéu c6 thé duoc thue hlen i voi
(cc) nhiém sac thé ma CNV duoc xac dinh. Theo cdc phuong an nhét dinh, sy chuan héa di
heu ¢6 thé duge thuc hién ddi vei (céc) nhanh nhidi séc thé ma CNV duge xac dinh. Theo
cac phucmg 4n nhal dinh. su chuan hoa dit hcu co thé duogc thU:c hién d6i véi (cac ) doan cu
thé ma CNV duogc xac dinh.

‘Ngoai vai {ro cua FNV trong bénh ung thu, cac CNV ¢6 lién quan den s6 Tuong cac
bénh phuc tap thong thuong dang gia tang, bao gbm virut giy suy gidm m1en dich & nguoi
(human 1mmunodeﬁc1e‘1cy virus - HIV), céac benh tu mién va cac pho bénh rdi loan tAm than

kinh.

CNV & bénh tu mién va bénh 1ay nhiém

Pén my mot 36 nghién ciu da béo cdo mdi lién quan gitta CNV tm'lb gen 1ién quan
dén viém va dap ng mwn dlch va HIV, bénh hen suyén, bénh Crohn va céc r6i loan tu mién
dich khace (Fanciulli et a!, Clin Genet 77: 201 213 [2010]). Vi du, CNV trong CCL3L1, dugce
cho la hcn quan dén tinh nhay cam véi HIV/AIDC‘ (CCL3LI, mét doan 17q11.2), viém khop
dang thép (CCL3LI, mat doz_m 17q11.2 ), va bénh Kawasaki (_C(,L3L], lap doan 17q11.2);
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CNV wong HBD-2, d4 dugc bdo cio la dan dén bénh Crohn dai trang (HDB-2, mat doan
8p23.1) va bénh vay nén (HDB-2, mat doan 8p23.1); CNV trong FCGR3B, cho thay la dan
dén bénh viém cau than trong bénh lupus ban do hé thdng (FCGR3B, mat doan 123, lip doan
123). viém huyét quan lién quan dén khang thé bao twong khing bach cAu trung tinh (anti-
neutrophil cytoplasmic antibody - ANCA) (FCGR3B, mat doan 1¢23), va lam tdng nguy co
phat trién viém khép dang th?lp. C6 it nhAt hai bénh tw mién hodc bénh viém da cho thay 1a
¢6 1ién quan dén CNV & céac locus gen khac nhau. Vi dy, bénh Crohn lién quan dén sb lrong
ban 880 thap & HDB-2, ma con hen quan den hién tucmg da hmh mét doan théng thudng ¢
thwong ngudn ciia gen IGRM mi héa thanh vién trong ho G TPa7a lién quan den tinh mién
dich p4 7. Ngoai su lién quan dun s6 ]chmo ban sao FCGR3B, tinh nhay v6i SLE cling da duoc
bAo céo 1a tang lén dang ké & nhitng dbi twong c6 sb luong ban sao cua thanh phin bo sung
C4 than hon. |

Suw hen quan gura mat doan gen 6 cac locus GSTM] (GSTM] mdt doan 1q25) va GSTTI
(GSTTI, mat doan 22q11.2) va ting nguy co bi hen di mg da ducc béo cho trona mot 56
nghién ciru doc 1ap. Theo mot 56 phuong an, cac p‘urono phép duge mo ta o dav cod thc dugc
st dung dé xac dinh s c¢6 mit hoic khong co mat cia CNV lién quan dén cac bénh viém
vé/hoic bénh tu mién. Vi duy, cac phuong phép nay 06 thé duogc sit dung dé xéac dinh sy c6
mait ciia CNV & nguoi bénh nghi ngo nhxem HIV, bénh hen suyén, hoic benh C1ohn Cac vi
dy ve CNV lién quan dén cic benh nhu vy bao g0m nhung khong gidi han mét doan &
17q11.2, 8p23.1, 1q23, Vd 22q11 2, va lap doan tai 17q11.2, va 1q23 Theo mot s6 phuong
an, phuong phap nay ¢é thc dudc str dung dé xac dinh sy c6 mit ctia (“NV trong cac gen bao
gbm ndmngr khong gIO] h'm & C(‘L 3LI, HBD- 2 i C (r.R3 B, GSTM G DJT T, Cl va IRGM.

‘ ( _4c bénh CNV cua hé thzm kmh

Su lién quan g1fra CNV méi va CNV ké thira véi mc“)t‘ 50 bénh tém than va than kinh
1hong thu’ung da dugc bao cdo ¢ bénh ty ky, tam thap phan 1161 va dong kmh va mot Qo treong
hop cta bérh thoai héa than kinh nhu bénh Parkinson, bénh xo cung cot bén teo co
(amyot*ophw lateral sclerosis - ALS) va benh A,Lllhelmc:r troi tlc‘n nhlem séc thé thuong
(Fanuuhl et al Clin Genet 77:201-213 2010]) Bt thu(mg trong di Truyen té bao da dugc
quan sat 1hay § cac ngum benh bi tu ky va r6i loan phd tu ky (autism spr“tmm dis mder -

AQI‘) cod iap doan & ]5(111 ql3. 1he~o Coéng doan Dy an Gen Tu ky, 154 CNV bao 9dm mot
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s6 CNV lip, trén nhiém sic thé 15¢11-q13 hoiic tai cac vi tri gen méi chira nhiém sic thé
2ple, 1g21 va tai 17p12 trong ving lién quan dén hai chimg Smith-Magenis chdng l4n véi
ASD. Vi mét doan hodc vi lip doan hdi quy trén phiém sic thé 16p11.2 da nhén manh quan

sat ring cac CNV méi dugc phat hién & cc locut véi cac gen nhu SHANKS3 (mit doan

22q13.3), neurexin 1 (NRXNI, mét doan 2p16.3) va cic t¢ bao thin kinh dém (NLGN4, mét
doan Xp22.33) duge biét dén 13 dung dé didu hoa sy biét hoa tiép hop va didn hda su gidi
phong chét truyén din than kinh hé kich thich. Bénh tAm than phén liét cling duge cho 1a co
lién quan dén nhiéu CNV méi. Vi mét doan va vi 1dp doan lién quan dén bénh tam than phan
ligt chua qua nl hién gen &huoc qm tri nh phét trién thén kinh Vé kich thich, deé Xuét I'é,n}g nhidu
(,‘N" anh hlrong d\,n cac &,cn ndy 6 the gop ph'm truc va Vao s 1..'.' ‘phét sinh cva bénb tam
tlum pban liét vi du LRBB4 mét doan 2q34 SLC]AS’ mét doan 5pl13.3; RAPEGF 74, mAt doan
2({31 CI T. mat doan 12.24; va nhidu gen véi CNV mdi. CNV cling duorc cho la heq quan
dén cac roi loan thin I\mh khac bao goém benh dong kmh ( CHRNA/ mat doan 1 >q1 3.3), bénh
Pdnnnsor /S‘NCA lap doan 4q 2) va ALS (SMNI, mat doan 5q1 2 -q13.3; va mat doe_m
SMN. 7) Thco mot s6 phuong an, céc phmmg phép duoc mo ta 4} day cod the c‘{uorc sur dung dé
X4c C-*mh s co mat hodc khong c6 mdt caa CNV hen quan dun cdc beuh vé ha than kmh Vi
du cdc p] wong phdp nay co Th{* dugo str dung dé Xdc dinh sy c6 mat cua CNVon gum bénh
nghl ngo méc bénh tur ky bcnh tAm thin phan hu bénh don g kmh cac benh thoai hoa than
kink ntor bénh Parkinson, benh X0 cu‘nor ot bén teo co (ALS) hodc bénh Alzheimer troi trén
nhiém sic the thuong. Cac phuong phép nay cé ‘rhe dugc st dung dé xac Cﬁnh CNV cﬂé cac
g;n lién qmn dén cac bénh vé hé than kinh bao gdm nhu'ng khong giéi han ¢ bénh bat ky
trong s6 cac bénh: r01 loan phd 111 ky (ASD) bénh tam than phdn het va bénh dono kinh, va
(“JV cia céc gen llen qucm den cac ching b1 loan 1h0&1 hoa than kmh nhu bénh Parkinson.
Vi du vé C\W lién quan dén cac benh nay bao gom nhung khong gidi han lap doan tai 159} 1-
ql3, uplh 1q’>] l 7p12 161311 , va 4qw, va mat doan tat 22q13 , 2p16.3, Xp22.33, 2q34,
5p]‘§.3 qvl 1, 12. 24, 1 )ql’% 3 va 5ql2.2 2. Theo mot 6 phttong an, cac phueng phip nay co
thé duoc st ‘dung dé xac dmh sw cO mat cua CNV trong céc gen bao géil) nhung khong gi61
ﬁan & SHANKS “VLGN4 NI RXN1I, ERBBI SLCIAS, RAPG F 4, CIT CHRNA7 SNCA,
SMN1, va SMN2.
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CNV va cac bénh chuyén hda hodc tim mach

Mobi lién quan giita thé bénh chuyén héa va tim mach, nhu bénh tang cholesterol mau
di truyén (familial hypercholesterolemia - FH), xo vita dong mach va bénh dong mach vanh,
va CNV di duoc bao cao trong mot sb nghién ctu (Fanciulli ez al., Clin Genet 77:201-213
[2010]). Vi du, sy tai sap xép dong phoi, chit yéu 1a mét doan, di duwoc quan sat thay trong
gen LDLR (LDLR, mit doan/ 13p doan 19p13.2) & mot s6 ngudi bénh FH khong mang cac dot
bién LDLR khéc. Mot vi du khac 13 gen LPA ma hoa apolipoprotein(a) (apo(a)) ma nong 4o
huyét tuong cua protein nay li€n quan dén nguy co mac bénh bénh ddng mach vanh, nhéi mau

co tim \myocfirdml infarction - - MI) va dot quy Nong do huyét firong cua apo(a) chira

lipoprotein Lp(d) khéc nhau tré tn 11000 1an gifita cdc ca thé va 90% su bién ﬂucu nay dugc xac

Fe
A

dinh thw di truyen & LPA, véi nong d6 huyét tuong va kich thudc isoform Lp(a) ty 1€ vé1 56
1u0110 blcn thién cao ctia trinh tw lap '{rmfrle 4' (tmng khoang 5-50). Dt liéu nay cho thay
rang CNV trong it nhat hai gen co the c6 lién quan den nguy co t1m mach. Cac phucmg phap
duoc mo ta ¢ day co the duoc st dung trong nhiing 11gh1en clru 16n dé tim luem cu thé médi
lién quan cua CNV vdi céc 101 loan tim mach. Theo mot sO phuong an, phuon phdp nay co
thé du Qe str dung dé xac dinh sur ¢6 mat hoa(, khong c6 mét cua CNV lign quan dén bénh
chuyén hoa hodc tim mach. Vi dy, phuong phdp nay ¢ the duge st dung dé xéc dinh su c6

by

mét cua C’]\W O nguoi bf:nh nghi ngo bi bénh ting cholesterol mau di truyen. Chc phu(mg

o

phap duoc mo th o day co thé duoc sur dung & «4c dinh CNV ctia céc gen lién quan dén bénh

chuyen héa hodc tim mach vi du benn tang cholesterol mau. Vi dy vé CNV hr’n quan dén cac

8]

bénh nay bao g@m nhung khong gidi han mat doan/ 1ap doan 19p13.2 cua gen LJLR, va su‘
nhén doan ¢ gen LPA.
Mnm bi vi hé thdng xéc dinh LNV

IK

Phén hrh dit lign giai trinh ty va chan do.m suy ra tur 6 thtmng duge thue hién bang

cach su dung cac ‘rhudt foan va < hU’qu trinh thyue thi bing méy tinh khac n’mu Do do, cac
phu ong an nha’r dmh sir duno céc quy trinh hen quan d‘.‘*l dir hcu duoc loa it tr Gng hoac durn,
Lluvm qurl mot hoac nhleu he thono mav tinh hodc cac h¢ thonc Xt Iy hh'ic Cac Dh wong an
dugc ‘m,c 10 & day cling lién quan den thiét b1 thuc hién céc hoat dong nay. Thiét bi nay c6 thé
ﬁuwc du iét lap dic blet cho muc dich yéu ciu, hoa(, c6 thé la may tinh (hodc nhom may tinh)

ﬁa dt_mg duge kich hoat chon loc hode duge ciu tinh lai boi chwong trinh may tinh va/hodc
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¢au trae dit liéu luu triv trong may tinh. Theo mot s6 phuong an, nhém cac bd xu 1y thuc hién

-

mdt vai hode tht cd cde hoat ddng phén tich d& néu theo cach hgp tac (vi dy, qua mang hodce
dién toan dam may) vd/hode song song. B xtr iy hodc nhém cic b xt ly dé thuc hién cac
phuong phép duge md ta ¢ diy o & thd thude nhidu loai khae nhau bao gém bo vi didu khién
hodc b0 vix Iv nhw cac thiét bi lap trinh duwoc (vi dy, CPLD va FPGA) va céc thic &t bi khong
1ap trinh duge nho ASIC mang obng hodc cac bd vi xur Iy da dung.

Mgoai ra, cac phuong an nhét dinh d8 cap dén san pham chwong trinh may tinh hodc
phuong tién doc duoe banc ma Y tinh hitu hinh va/hogc bt h]en bao g0om cac lénh chuong
mnh v a/ 1o ?1 dﬁr ligu (bao gom cau mu tric di heu) dc thuc lnen cic thao tac tm(‘ thi boi méy
tmh ] hd\ nhau V idu V(, _Vat ”111 doc duoc banp may tink hao gom nhlm:T l(h(m i han o
c,&(. 1111@1 bi nho ban dan, p nr(mg tién tir tmh nhu  di ia, bang tir, phuorn g tién quang nhu' dia
CD hLYOD g hen tr - quang va cac ﬂhet bi phem cung duoc tao chu mnh da\, bigt de Iu’u tri
va thm h'en cac lenh Chl rong trmh nhlr bo nhu chi doc (read—onlv ;nemm} ROM) Va bo
rﬂw tray ap ﬁgau nhicn (umdom access memory - RAM) Phuoxw tign doc dugc bang may
Tmn co the duof‘ d;eu khl(. n trgc twp béi ngudi dumT cudi ho.iu phl rong hpn co thé duoc dléu
khié en truc tlcp bm ngml duna cubi. Viduy v& phu wong uen duoc didu then true tl?p de O(Sm
p‘nu(mfr tign ddt tm co 80 naum dung V'l/hoac phtronu uen khong dung hung véi cac thue thé
khac. Vi du vé phIwng uen dum, dmu khién glan tiép bao g0m phu(mg flen uuy cap dugce
gidn iiép v m ngum uung qua mang ben ngoal a/hoac qua dmh vu cung cap 131 nguyén dung
chung nhu dam Tlld'y . Vi du VE‘ cac lénh chucmg trmh bao gom ca ma mdy, thu mi may
dum 130 ra boi bo bién dmh va cac tap tin chira ma muc cao Lon co thu duoc thyc thi boi
max tinh sir dung bo dwn d ch.

Thco cac phuong an khac n} hau, dir 11<,u hodc thong tin dl"O'C‘ su dung trong cac Lhuong

p‘mn va uet_ bi dw(_)' Qung uﬂp 4} d’mh dang dlen tu’ Dir liéu hoac‘ thono tin u»\} 6 thé bao

-

oOni ¢ cée trinh tu doc va the co ng 1011 goc tr mau dmt nuclem 50 hmng huau mat do cua cac

thé nay ma can chinh vm cac viung cu thé ctia trinh tu: tham ch1eu (‘Vl du, so sanh vu’x them

sic thé hozu, doan nhidm sdc fha), cac ‘umh tu tham fh1 u (er) goém trmh tir tham wlll”ll cung

4
-

mp che d'mo da hmh duy nhat hmc chu yeu) dmh luorng nluem sac th é va doan nhmm sdc

ﬂu,, Lct qua x&c Jmh nhu Aqf‘t qua xac dinh dot blt,l’l Ieu.h b01 céc gié tri nhidm sic thé Vé doan

r
-

nhitm 3ar e, hwm héa, cac o&p nhiém sic thé va doan nhiém sac the va éc e

2
A

Am shc thé

X
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va doan nhifm séc thé chuin hoa twong ting, khuyén nghi tu van, chan doan, va thong iin
trong tu. Nhu duge st dung ¢ ddy, dit liéu hodc thong tin khac dugce cung cip o dinh dang
dién tr ¢6 san dé luu trit trén méy hodc dé truyén gitra cac may. Thong thuong, dir liéu ¢ dinh
dang dién tir dugc cung cép dang s héa va co thé dugce luu trit dudi dang cac bit va/hoic byte
trong cac cAu trac dir liéu, danh muc, co so dit 1iéu, v.v. khac nhau. D ligu ¢¢ thé duoc biéu
dién & dang dién tr, quang hoc, v.v..

Mot phuong 4n dé xuét san pham chuong trinh may tinh dé tao ra két qua cho biét sy
¢ mit hodic khéng c6 mit cua dot bi ién 16ch bdi, vi du, dot b1en 1éch boi & m() thai hodc ung
1hu trong mau thi. Scm pham (‘huong tunh may tmh co ﬂlc chua céc h,nh dé thue hién mot
hodic nhiéu phuong phap bét ky trong sb cac phuong phép mo ta trén day dé xac dmh sy bat
thuong nhiém sic thé. Nhu da gidi thich, san pham chuong trinh may tinh ¢6 the bao gdm
phuong tién doc du¢c bfmg méy tinh bAt bién va/hodc hitu hinh c6 logic (vi du, cac Iénh) thuc
thi d:ﬁ'\;)rc hoac bién dich d’u'oc b-ﬁng may tinh dugc ghi trén doé dé khién cho bd xur Iy x4c dinh
dugce dmh hmno nhidm séc thé va, trong mot nO truong hop, xéc dinh c6 hay khong c6 dot
bl l&ch bo1 o b’iO thai. T rong mot vi dy, sin pham chuong trinh may tinh bao rrom phuong
i]en dOu dugce bang may tlnh co loglc (vidy, cac 12nh) thue thi duge hodce bign dlch duoc bang:
may 1mh duruc, ghi trén do dc khién cho bo xir 1y chin dodn dot bleq 1gch boi & bao thai bao
mom' quy trinh nhdn dé nhan dir heu trinh t tr it nhit mot phin ciia phan i axit nucleic tir
mau smh hor cua ngum me, trong d6 dir ligu trmh tu bao gom dinh luong nhlum sc thé
va/hoar‘ aozm nhlem shc the logm hd tro boi may tinh dé phan tich dot bién léch b1 & bao
thai tir dU 11911 nhan duoc ndi trén; va quy trmh xuat ra de tao ra két qua bleu thl su cO mat,
k‘mnﬂ cod m"xt hoac 1oa1 do6t bién 1éch boi & bao thai u6i tlen

ﬂm 1g tin tlmh ty ur mav dano xem xét ¢d 1hc duoc anh xa (L.n cac tnnh ty tham chleu
nhig*m sée thé dé xac dinh :‘.6 the trinh tur cho mo' tr ong 56 mot hoa nhidu nhmn sdc thé quan
lam bét ky va a dé xéc dmh sd thé 1rmh tw cho trinh tir doan c,huan hoa cho mm trong $6 mot
h(}@c nhidu nhifm sic thé quan tam Lat k3 v 1noi trén. Iheo cac phuong n khac n?ﬂu de mnh
tu ﬂmm ducu dU’Of lwu trit trong co so dit liéu nhu co s¢ dit liéu quan hé hodc d6i rong
ch ang han | | |

Cén h1 cu rano s€ 1a khong tnuu te hodc tham chl 14 khong thé Tronfr hau hét cac turcmg

hop, l&u ce c,ho ngum ]\hong duu(‘ trg gmp thuu hlen cac thao tau tmh toan 1hc0 cac pnu(mg
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phép duge boc 10 & day. Vi dy, viée anh xa mot trinh tw doc 30 bp tir mAu dén mét nhidm sic
thé bat kv trong s cac nhifm sic thé ngudi 6 thé doi hoi nhiéu nam nd lyc ma khong co sw
try giip cua thiét bi tinh toan. TAt nhién, van d& nay 1a phirc tap boi vi viée goi ra dot bién
Jéch boi dang tin cdy thudng doi hoi anh xa hang nghin (vi dy, it nhét khoang 10.000) hoic
thdm chi hang triéu trinh ty doc d&n mét hoze nhidu nhidm sic thé.

Céc phuong phap duge boc 10 ¢ day co thé duogc thuc hién bing cach st dung hé théng
dé wée lugng sd lwgng ban sao cua trinh tu gen quan tim trong mAu the:. He théng bao gom:
(a) bo gidi Trmh tu dé nhan c4c axit nucleic tr mau thu nghiém cung cAp tnong tin trinh ty cua
am‘t nuc]ch tir mAau; (b) bd xu ly; va (c) mot hodc nhlcu vat ghi doc duge bang may tinh luu
trit tre.n d‘o céc 1énh dé thlrc thi trén b xtr Iy de thuc hién phu’ong phap xdc dinh CNV bat ky,
vi dx} cac dot bién léch b01 nhidm sic thé hodc dot bién 1éch bdi mot phan.

Theo mét s6 phuong an, cac phuong phap duoc lcnh boi phuong t1en doc duogce bang
may tinh luvu tri frén do cac 1&€nh doc duoc bang may tmh dé thye hlen phurong phap xéc dmh
,NV bt ky v1 dy, cac dnt b1en lech bdi nhlem sic thé hodc dot blpn lech b61 mot phan. Do
do mdt phuong an dé xuat san phdm chuong trinh may tinh bao gdm mot hoic nhidu vét ghi
bat mm dOL duoc bang mady tinh lou tri trén d6 cac 1énh thuc thi duge bing may tinh ma, khi
duge thuc thi bdi mot hodce nhiéu bd xur ly ctia h¢ thong may tinh, khlen cho hé thr)no may
tinh thu ¢ hién phuong nhap wde luong s6 lwong ban sao cta trinh ty quan tam tr ong mau thir
de gom : cac axit nuden, ngoal t€ bao cua ngudi me va bao thai. Phuong phap bao gdm cac
budce: (a) nhén cac trmh fur doc thu duoc bang céch giai trinh tw cdc doan axit nucleic o goai
1€ bac 1:»1'011g mau tht; (b) so sénh cac trinh ty doc cta cac dmn axit nucleic ngoai té bao vai
bo gen tham ¢ hiéu bao gém trinh tu quan tam, do d6 cung cap cac the trinh tu thir nghiém,
trong do bo gcn tham ch1eu dugc chia thanh nhiéu bin; (c) Xac dmh kich thudce cua cdc dean
axit nuc lmc ngedi té bao ton tai t10ng mAu thi; (d) gén trong s& cho céc thé trinh tu thir nghiém
dwa vao kich thudc cua cac doan axit nucleic ngoai té bao ma tlr d6 cac thé nay thu dU’O'C' (e)

tinh toan do chP phu dbi véi cac bin dua vao cic thé duge gan trong s6 & buoc (d) va (f) nhan

r
A

dlen bmn (hé 56 Iu ong ban sao ¢ trinh ty quan tam tr 49 che phu da tmh toan. Trong mot sO

>

A

phuo’n'f an 11 by hién, vige gan trong s6 céc thé trinh ty tht nghlem bao g om dwh Lhuyen dod
che phu vé phu céc the trmh tu thtr nghiém thu duoc tir céc doan axit nucleic ngoai tu bao co

dac trung kich thuoc hOaC khoang kich thuoc cua lnot bo gen trono mau thir. Trong mo sé
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phuong én thuc hién, viée gin trong sb cho céc thé trinh tur thtr nghiém bao g(“)m gan gia tri 1
cho cac thé thu dugc tir cac doan axit nucleic ngoai té bao ¢o kich thude hodc khoang kich
thuée nay, va gan gié tri 0 cho cac the khac. Trong mot sb phuong 4n thuc hién, phuong phap
nay con bao g6m budc xac dinh, trong céc bin ciia bd gen tham chidu, bao gdm trinh tu quan
tAm, cdc gia tri cda tham s6 kich thude doan bao gdm s6 hwong cac doan axit nucleic ngoai té
bao trong mau thir ¢ cic kich thude doan ngén hon hoic dai hon gia tri ngudng. O day, viée

xéac dinh su bién thé s6 hwong ban sao ¢ trinh tw quan (&m bao gém viéc str dung cac gié tri

’ J4

cua tham s6 kich thude doan cling nhu d§ che phi da tinh trong (e). Trong mot s6 phuong an
thwe hién, hé théng nay duorc tao cdu hinh dé ude lwong s6 luong bin sao trong mau thir bang

cach stir dun céc shuone phap va quy trinh néu trén.

Theo mot sé phu‘gng én cac [énh cbn co thé bao oém thong tin ghi tu dong thich hop
VO’l phuorng phap nhlr dinh luong nhiém _32[0 thé va su co mdt hodc khong c¢6 mit clia dot blen
1éch bt nhwm s the & bao thai trong hd 50 bénh an cho d6i twong ngudi c ung o cAp mau thir
cla ngum mg. Ho so bénh an co the dLroo bao quan bm vi dy, thu VI(‘H phung: kham, bénh
vién, 10 chte duy tri sue khoe, cong ty bao hwm hodc trang web ho so bénh én ca nhan Hon
nira, dua vao cdc két qua clia phan tlch dugc thuc hlen bdi bo xur lv phuong p 12p nay cd ‘rhe

con bao gdm bude ké don, bt dau, Va/hoac thay do1 quy trinh diéu tri d6i tegng ngudi ma

mau thir ctia ngudi me dugce ldy fir ngudi do. Dicu nay c6 thé bao gom thye hién mot hodc
nhiéu thir nghiém hodc phan tich bo sung tren cac mau bo sung duom ld" tir ddi m(“ng

Fac, phu@ng phap dugc boc ]6 tng ¢ the dufoo thIC hlen bang cach su dung hé thong
paii 1} my tmh duoc lam thu,h ung hode duge tao cAu hinh dé thuc hl"n pmmng pha ap X4c dmr
CNV bét ky, vi du céc dot blen 1¢ch boi nhlem sc ﬂle hogc dot bién léch boi mét phan Mot
phmm‘J an cung cap hé thong, xu 1y may tinh du(yc lam thich ing hodc dugce tao céu hinh dé
thuc hicn phuong phap nhu duoc mo ta ¢ day. Theo mot phuong an, thlet bi nay bao gdm
thiét bi giai trinh tu dugc lam thlch Lrng hodc dugc tao cau hinh dé g1 i trinh tu it nhat mot
phin ctia phan tu ax1t nucleic trong miu dé thu é’ucc loai thong tm trinh fur du(yc mo ta & phan

lkhac trong ban mé ta nay. Thiét bi nay cung co the bao gdm céc thanh phan dé xir Iy mau.

Céc th,anh phan nay du'o'c md ta & phan khéac trong ban mo ta.
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Trinh ty hodc dir ligu khac, ¢o thé duoc nhip vao may tinh hodc duoc luu trit trén vat
ghi doc duge bang may tinh trie tiép hodc gidn tiép. Theo mot phuong an, hé théng may tinh
dwoe ndi trye tidp voi thiét bi gidi trinh tw dé doc va/hodc phan tich céc trinh ty axit nucleic
tir cdc mau. Trinh tu ho#ic thong tin khac tir ¢ cu nay duge cung cép qua giao dién trong
hé thong may tinh. Theo cach khéc, céc trinh ty xit 1y bdi hé théng duoc cung cip tir ngudr
lun trt trinh tu nhu co ¢6 dit lidu kho luu tri kbée. Khi kha dung voi thiét bi xt 1y, thiét bi
nhé hoic thiét bi luu trir khdi dém hodic Tuu trit, it nhat 12 tam thoi, cdc chudi axit nucleic.
Ngoai ra, th!et bi nhd ¢ thé luu tri c,o dém thé (,ho cée nhidm sic thé hodc b gen, v.v. khac
nhau Lo nh¢ ciing ¢o the Lru t1u cac thu mc va/hoic c‘huono tunh khac nhau dé phan tich
viéc 11 inh dién umh tu hodc du‘ liéu duoc dnh xa. Cac chuong tlmh/ thu fuc mw ¢6 thé bao
gdm céc dw(mg 11 inh dé tnuc hién phan tich théng ke V.V..

T rong mot vi dy, npum fiun(r cung, uap mau vao thler bi g1a1 tnnh . DU’ liéu d‘uo& thu
Va/ noaa dﬂﬂu phan’ tlch bm thwr bi gidi trinh tur ket no1 vl m ay tmh th mén trén mav tinh
cho phep thu thap_va/hoa(* phan tich du heu D ligu ¢6 thé duge luu tru mr‘n thi {qua man
hinh hoéc thiét bi trong tw khic), 1/hoa< truven dén vi tn khac. May tinh co thé duoc két ndi
internet dun;ar dé truyén dir 11eu dén ﬂnct bi CdITl tay sur dung boi ngudl dimg tir xa (Vl du, bac

s¥, nhu khoa hoc hoac nha phau Uch) Can ]ueu mng di lu,u co thé duoc hru trit va/hoac dugc

ph(m tlc‘n trude Kkhi truyén. T heo mot so phuong an, du.' lidu tho dugce thu thap va dugce truyén
dén ngum dung hodc thiét b1 Tu Xa dc phan tich vau’hoac 1uu trit du ligu. Cufe truy c,n 6 thé
did en ra qua mang i internet, nnu’-no cling co the dle, ra qua l.et nbi vé fmh hodc l £t nbi khéc.
"1_11@0 v«';ach ] hac duf lidu co lhe duoc hm tu. hcn phuong 't1@n d@c duge bang may tinh va
phang tién nay uo theé dlmrc c,huyen aé én ngroi dun cum (Vz’ du, qua thw). Ngu&ri diing i xa
co thé & cung hoac ¢ khac vi tri d1a ly bdo gom uhum) khong gidi han & LO’i nha, thanh phd,
bangﬂ quoc gia hodc luc dia.

f heo mot s6 phuong z’m cac phuong phap nay cling ba() gom thu thap 1‘1 ligu lién quan
dén o ac trmh tur po] ynucleotl‘r (vi du, cac tnnh tw dOu, cau the va/hodc cac tri nh tu nhiém sé.u
thwb ham ﬂncu) V'* tr uy én du hcu dcn may tmh hoﬂc hé thong tmh toan khd Vi du méy tinh
o6 thé dtmc nm v6i thidt b1 ph (mg thi nchicm vi du ﬂnet 1;1 thu thép mAu, th1et oi khuech dai
nuq‘lpout 'hwt hl giai 11,nh tu ﬂHul@ t1t hodc thwr bi lai hoa. Sau (Io ma\/ ‘unh ¢6 thé thu thip

dir lmu phit hop thu duoc boi thiét bi phon'T thi nghxcm Dt heu cé the duoc len ult irén may
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tinh & bude bat ky, vi du, trong khi duge thu thap theo thoi gian thyc, trude khi truyén, trong
khi hogc két hop véi bude 't1'uyén, hodc sau khi truyén. Dirli€uco thé dugc luu trir trén phuong
tién doc dugc bing may tinh ma c6 thé duoc trich xudt ra tir may tinh. Dit liéu duge thu thap
hodc luu trilt ¢é thé dugc truyén tr may tinh dén vi tri & xa, vi dy, qua mang cuc bd hodc mang
dién rong nhu internet. Tai vi iri ¢ xa, cac thaoe tac khéac nhau c6 thé duoc thuc hién trén dit
fidu d4 truyén nhu duge mb 14 dudi day.

Céc loai dit liéu dinh dang dién tir co thé duoc Ivu trit, truyén, phan tich, va/hoac su
dyng trong céc hé thdng, thiét bi, va cac phuong phip duoc boc 16 ¢ day bao gdm cac loai dit
liéu sau: | | | | N

Trinh tu doc thu dugce boi Viéc gidi trinh tur céc axit nucleic {rnng mau thir

The thu dugc boi vige can chinh tr mh tir doc voi bd gen fham L,hveu hodc trmh
tur hoac céc trinh tu tham theu khéac |

Bo gen hodc trinh ty tham chiéu

Ma‘r do thé trmh tu - S8 dém hodc s6 leong the cho mm trong 36 hai hodc
nhxeu vung (ﬂlon thwo*ng 1a céc nhlem sac thé hodc doan nhidm sic th¢) ctua bo

| gen tham chiéu céc trinh ty tham chiéu khéc | |

Théng tin nhdn dang cua cac nhiémw séc thé hodc doan nhiém sic thé chuin
hoa cho cé¢ nhi ém séc thé hoic doaﬁ nhiém sdc thé quan tim cu thé

Pinh lwgng cho céc nhiém qac thé hoac doan nhiém séc thé (hoac cac vung

khéc) thu dugc tLr céc nhiem sic thr:- ho#ic doan nhiém sdc thé quan tim va céc

2
A

nhiém de thc, hoac doan nhidm séc thé chuén héa tuong ung

Nguong dé xac dinh dlnh hmng nhcm sic thé ld bi benh khong bi benh
hodc khong xac dinh

Cac két qua Xé,c dinﬁ tllLfC t8 clia cac dinh lwong nhiém sAc fhé

Chan doén (tinh trang lam sang di kem vdi cac ket qua xdc dinh)

Khuyén nglu thtr nghiém them suy ra tLr cac két qua xdc dinh va/ho é chin

doén _ ‘ o _
. Ke hoach dicu tri va/hodc theo ddi suy ra tir céc két qua xic dinh vé/hoéc

chan doan
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Cac loai di liéu khac nhau ¢é thé dugc thu, luu trit, truyén, phén tich, va/hodc st dung
& mot hodic nhifu vi tri bing cich sir dung thié &t bi riéng biét. Cac tuy chon xir 1y trai ra trén
ph’é rong. G mot dau cla phé, tat c4 hodc phz’in nhiéu thong tin nay duge luu trir va st dung
fai vi tr{ ma mau thr duoc xir 1y, vi dy, phong kham cta bac s§ hodc co s kKham bénh L:liéc.
O dau cue con lai, man dwoc thu tal mot vi tri, mau dage xit Iy va duoe gidi trinh ty thy ¥ tai
mdt vi tri khac, trinh tw doe duge so sanh va xdc dinh dot bin duge thuc hién & mdt hoic
nhidu vi i khac, va cac chin dosn, khuyén nghi, va/hodc k& hoach dwoc chufin bi tai vi tr
khac nira ( dﬁv cd thé 13 vi tri ma thu dugc *nﬁu tai do).

Tl'm )huong én khdc nhau, trmh tu doc dugc tjao ra b"mg, ‘rhlet bi giai trinh tu va
sau du duoc truy(‘n dén vi m ¢ Xa ma chung dwoe xu Iy dé tao ra xac dinh dit bién léch bo.
f ai v1 trt 0 Xa nay, vi du, mnh tur doc dugc so sanh vOi trinh tu" tham chiéu dé tao ra cac the,
thllb duoce dem va duuc gan cho cap nhxem qac the hom, doan nhidm sic the quan mm. Cung
tdl w tr (,. v a DA / 6 dem nay duge blen do1 thanh dmh luong bano cac,h st dung c,dc nhlem
sa(‘ thé hoag do‘ n !1hlem sic thé ’:hUdﬂ hoa hé*n quan Hon nifa, tai vi m O xa, dmh h}ong cd
thp d‘lr(; St dung aé tao ra Xac {’I nh Jéch bon

Mm s6 thao tac xu IV co the duge su (h ing t(u cac vi trl riéng blct bao gorm nhu’ sau:
‘Thu Lhap mau

X lv mau s0 b6 dé giai trmh tur

Giai trinh Tu ' A

Phan tich di H@u trinh ‘II_I.\."a suy ra cég két qua xéc dinh dot biélll. léch bd1

Chan doan | o | |

‘Béaocao c ham doan va/huac két qua xac dmh dot bibn cho r ngudi bmh hodc

nhan viény té
| Phat tnen ké noach dé didu tri, thir nghiém Va/hoa.c theo dai thém

Tn e mcn Le hoach
Tu van

Mot hodc nhxeu thao tac bét ky trong sd cac ’(hao tac nay dugc ty dong hoa nhu duge
mé ta & phin kh% nomf bdn md ta. Thong thtro*ng, viée gidi trinh ’[u va phf«m tich dir liéu trinh
turva suy ra két qud xéc dmh dot bién lenh bdi woe thye 1 i&n bang cach tinh tean. Cac

thao tac khac cd ch duge tha(‘ hen thu cong hoac tw dong.
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Vi du vé cée vi tri ma tai do viée thu thap mau ¢é thé duge thue hién bao gbm phong
kham cia bac s§, phong kham, nha ngudi bénh (tai d6 cong cu hodc by cong cu thu thap mau
dugc cung cﬁp), va cac phuong tién chim séc stre khoe di dong. Vidu vé céc vi tri ma tai 36
viée xir 1y mau trude khi giai trinh ty ¢6 thé dwoc thuc hién bao gdbm phong khdm ctia bac s§,
phong khém, nha nguoi bénh (tai do thiét bi hoic bd thiét bi x&r Iy mau duoc cung cép), cac
phuong tién cham soc stc khée di dong, va céc co s& clia bén cung cAp phén tich dot bién
iech boi. Vi du vé céc vi tri ma tai d6 viée giai trinh tw ¢o thé dugc thuc hién bao gdm phong
kham cua bac sy, phong kbdm, nha nou“ou benh (tai do thiét bi hodc bo thiét b] giai trinh ty
mau dugc cung ¢Ap), cac phwong tién chim soc strc khoe d1 dong, va cac co s& cua bén cung
Cdp ph An tlch dot bién 1ech bdi. Vi i tri ma tai do viée giai trinh tu dlen ra o thé dm)fc cung vf'ip
véi két nbi mang danh r1eng daé truyen dix liéu trinh ty (thong thu ong la trinh tu JOV) & dinh
dang didn tir. Két ndi nay co thé 1a c6 day hodc khongD day va c6 thé dugc tao ciu hmh aé
truyen dir 11@11 den vi tri ma tai do du litu ¢6 thé duoe xir Iy va/hodc tong hop 1a1 trude khi
truyén dén vi t1‘1 xtr 1y. Bo tong hop dit liu c6 thé du’oc duy tri bdi cac th chie v té nhu cét
Té chire duy tri qufc khoe (Health Maintenance Orgam7at1on - Ir]]\/IO).

Céc thao tac phdn tich vé/hodc suy ra cd thé duoc thwe hién tai vi m bét ky tr ong so cac
Vi ‘u‘* noj trén hoac theo cach kha(, tai Vl tri & xa khac nita danh riéng cho viée tlr‘h todn va/hoac
dl"h vu ph'm tich dit liéu Trmh fur axit nucleic. Cac vi tri ndy bao gdm, vi du, cdc cum nhu cum
may chit da dyng, céc co s¢ cua doanh nghlep dich vu phén tich dot bién ]cch boi. va tuong
tu. Theo mét s6 phumw 4n, thiét bi tinh todn dung de thyre hign phan tich du’oc thué boac cho
thue. Tai nguyuj tinh toan c6 thé 1a mdt phin cia viée thu thap wruy cap duoc bang mtexnc,t
clia ca bo x1r Iy nhwr c4c tai nguyén xir ly duoc goi theo cach thong thu:ofng la ddm may. 110n0
mot 6 Uuoncr hop, viee tmh toén duoc thuc hién boi nhom céc bo xur ly song song hoic song
song Lhm lugng 161 lién kut hoac khong lién ket v&i nhau. Vlec xtt Iy ¢6 thé duge thuc hién
bing (‘ach St duno quy trm] h xtr 1y phén tan nhu dién toan cum, dién toan lxdi, va twong .

F rong cac phuo’n ;f an ndy, cum hoal‘ hrox tai nouycn tinh Loan oung nhau tao thanh mdt siéu

~\
A

may tinh a0 ba ¢ On (ﬂm,u bo xu 1\/ hodc may tmh cung don;:, vat tro ‘fhuc hién pnan tich
va/hodc suy ra dwoc mo ta & ddy Cac cong nghé nay cling nhu céc si€u may ‘Lmh thong thudng
Kkhéc c6 thé duoe st dung dé xir 1y dir lidu trinh tw nhu dugc mo ta & day. Mm trong ) chiing

1a m6t dang dién todn song song phu thudc vao cac b xir Iy hodc méy tinh. Trong truong hop
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dién toan ludi, cac bd xir Iy ndy (thudng 1a toan by mdy tinh) duge két ndi véi mang (c4 nhén,
cong cOng, hodc Internet) boi giao thirc mang thong thuong nhu Ethernet. Nguoc lai, siéu
may tinh c6 nhidu bo xi 1y két nbi boi cac buyt may tinh tdc do cao cuc bo.

Theo cac phuong an phét dinh, chin doan (vi du, bao thai méc hoi chimg Downs hodc
ngudi bénh mic mot loai ung thu cy thé) duoc tao ra tai cung vi trf v6i thao tac phan tich.
Trong cac phuong an khac, chan doan duwgc thuc hién tai vi tri khac. Trong mot s6 vi du, viée
b4o cao chan doan duoc thuc hién tai vi tri ma mau duoc léy, mic du khong cin thiét phai
nhu vay. Vi dl_l vé cac vi tri ma tai do chin doén c6 thé dugc tao ra hoic béo cdo va/hogc tai
dé viée phat trién ké hoach d‘u:qc“thuc hién bao gém ph611g kham cua béc sy, phong kham,
cac vi tri trén infernet truy cap dugc b@'mg may tinh, va cic thiét bi cAm tay nhu dién thoai di
dong, may tinh béng. dién thoai thong mih.h v.v. c6 két 116i khong day hoac co dﬁy vGi mang.
Vi du vé cac vi tri ma tai do vige tu Van duoc thuc hlen bao gébm phong kham cua bac sF,
phon Aham cée vi tr1 trén internet truy cap duogc bang may tinh, céc thiét bi cAm tay, v.v..

Theo mot sb phu.‘orng an, cac thao tac thu thap mau, xr Iy mau, va giai trinh fy dugc
thuc hién tai vi tri thu nhét va thao téc phén tich va suy ra duge thuc hién tai vi tri tht'; hai.
Tuy nhién, trong mat sb truong hop, viée thﬁ thap mﬁu duoc ﬁén hanh tai mdt vi tel (vi du,
phc‘)ng kham cua béac s§ hogc phong kham) va viée xir Iy mAu va giai trinh tw duge thuc hién
tai vi tri khac ma co thé 14 tiy ¥ eling vi tri véi noi dién ra viéc phan tich va suy ra.

Theo cac phuong an khac nhau rinh tir cia cac thao tdc néu tren co thc duoc khoi donfr
bdi nguox dung hodc thuc thé bat dau thu rhap mau, xXir ly mau Vd/hOaC giai trinh ty. Sau khi

of h odc nhidu thao tac da bét dau thue thi, cdc thao tac khac c6 the s€ tu nhlen dlen ra sau
do. Vi du, thao tac giai trinh ty ¢6 thé khién cho trinh ty doc duoc thu thap tu dong va dugce
truyén dén thiét bi xtr Iy ma sau d6 thue hién, thuong la tu d@ﬁg va ¢6 thé khﬁ_ng can dén su
can thiép thém cia nguoi dung, thao tac phan tich va suy ra dot bién l&ch boi. Theo mdt sé
phu'(mg an thur hién, két qua cua thdo tac xur 1y nay sau d6 dugc tu dong chuyén giao, c6 thé
1a voi vige dmh dang lai du6i dano chan doéan, dén bo phan hé théng hoic thuc thé xir Iy cac
bao cio thdng tin dén chuyén gla y t& va/hoic ngu(n bénh. Nhu d& gial thich, thong tin nay
cling ¢6 thé duoc xi ly tw dong dé tao ra ké hoach didu tri, th nghiém, va/hoac theo doi, co
thé 1a cing v§i thong tin tu vAn. Do d6, viéc bat dau thao tac ¢ giai doan sém ¢ t_he khéi dong

trinh tw dau cudi trong d6 chuyén gia y t€, ngudi bénh hodc bén lién quan khac dugce cung cap
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chén doan, ké hoach, thdng tin tu van va/hodc thong tin khéc hitu {ch dé hoat d6ng trong mot
didu kién vat Iy. Pidu nay c6 thé dat duoc mit du céc phén cia toan bo hé théng duoc tach
nhau v& mit vat Iy va co thé & xa vi tf cua, vi du, miu va thiét bi trinh tu.

Fig.5 thé hién mot phuong 4n thuc hién cua hé th(f)ng phan tén dé tao ra xac dinh dot
bién hodc chin doan tir mau thir. Vi tri thu thap maiu 01 duge st dung dé thu duge mau thix tir
ngudi bénh nhw phu nit mang thai hodc nguoi bénh dugc cho 1a méc ung thu. Sau d6 cic mau
nay dugc cung cAp dén vi tri x{r Iy va giai trinh tu 03 tai d6 mau thir ¢6 thé duoc xit Iy va giai
Trmh o nhu dn(yf‘ mo ta trén dav Vi tri 03 bao gOm thiét bi x&r Iy mAu ciing nhw thiét b1 giai
trinb tu mAu da xa ly. Két qua cla viée giai trmh tu, nhir dugc mo t & phm khac trong bdn
mé ta, la Su Thu hap trinh tr doc thuuno duoc cung cap 0 dinh dang dién tir va cung cip dén
mang nhu mang Internet duoc biéu tln béang s6 tham chleu 05 trén Fig.5.

I“u ligu trinh tu duoc cung cip dén vi tri 6 xa 07 tal do viée phan tich va tao ]\r’*t qua xac
dinh dot bwn dugce thuc hién. Vi tri nay co thé bao gdm mot hoac nlneu thmt bi tinh toan
manh mé nhu may tinh hodc b xtr ly. Sau ldn tai nguyén tinh toan tai vi tri 07 da hoan thanh
viéc tmh toén va tao ra két qua xéc dinh dot bién tir thong tin trinh ty ﬂhqn duorc xac dinh dot
blen nay dugce uhuyen t1ep t1 ¢ laim ang () 5. Theo mot s& phuong an thlrc hlen khdng clu Xac
dinh dot blen duoc 1fao ra & vi tri 07 ma chin do4n lién quan cling duogc tao ra. Két qua X4c
dinh dot bién va/hodc Ch‘in doan sau dé du“m truyén qua mang va tr¢ lai vi i trf thu thap miu
01 nhu duge minh hoa frén Fig.5. Nhu da giai thlch day chi don gian 1a mot trong nhiéu bién
dbi vé céch cac thao tac khac nhau lién quan dén viéc tao ra x4c dinh dot bién hodc chan doan
co thé d’u@‘c chia cho céc vi tri khac nhau. Mot ‘bién thé thong thuong bao gdm cung cap thu
thap va Xt Iy mau va giéi trinh ty tai mot vi tri. Bién thé khéc bao gdm cung cap xur 1y va gidi
trinh tai cting vi tri véi phan tlch va tao x4c dinh dot bién. o

F' ig. 6 m6 ta chi tiét Ve cac tuy chon de thIIC h1c11 cac thao tac khac nhau t:u cac vi tri
riéng biét. Theo céch uhx tiét nhit dugc mo ta trén 1*1g 6, mdi trong b cac thao tic sau day
dugc thuc hién ¢ vi tri riéng: thu thap mau, xiv ly mau, giai trinh tir, can Chinh tr inh tw dﬂc
xac dinh dot bién, phan tich, va bdo cao va/hodc phat trién ké hoach. .

Theo mét phwong 4n téng hop mot s6 thao tac nay, xtr Iy mau va gidi trinh ty dugce thuce
hién tai mot vi tri va cdn chinh trinh ty doc, xac dinh dot bién va chan doan duoc thuc hién

tai mot vi tririéng. Xem phan trén Fig.6 dugc nhan dang boi ky tu tham chiéu A. Theo phuong
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giﬁn trinh tu déu dugc thuc hién tai cing vi tri. Theo phuang 4an thuc hién nay, can chinh trinh
tu doc va xac dinh dot bién duoe thue hién tai vi tri thir hai. Cudi cing, chén doan va béo céo
va/hoac phat trién ké hoach duoc thue hién tai vi trf thit ba. Theo phuong 4n thuc hién duge
mo ta boi ky tu C trén Fig.6, thu thap mau duge thue hién tai vi tri tha nhét, tit ca x 1y mAu,
giai trinh ty, cén chinh trinh ty doc, xAc dinh dot bién, va chan dean duwoc thwe hién cling nhau
tai vi tri thir hai, va béo c¢do va/hodc phét trién ké hoach dugc thuc hién tai vi tef thi ba. Cudi

cung,

oy b

heo phuo’ng an thuc hwn dugc ky hiéu D trén Fig.6, thu théap mau duoc thyce hién tai

Vi m mur ﬂhat lat ca xu ly mal 91&1 tt inh tur. cin chmh t1mh tu doc, vaxac rhnh dot bién dm}c

1huc hmn tai \u trf thu hai, va chan doan V' bao can v a/hoac quan ‘y ke hoach dwoc thue hién
tai *'1 fef thi ba.

\/[ ot phuxmzj an dé xuat he thong dung aé xac dmh sy O mat hoac khong co mat cua

c,l hoac Ilhlph (“o‘ ‘men Iéch bm nhidm S‘lb the toan pnan o de *hal Lhac nhau bat ! ky trong ‘

r

mau thir ctia ngudi me bao Fom cac axit nudelr lej nglrm me va ‘mo thai, he thong niy bao

b

f)m nd g}éu trinh w de nhan mau fﬁﬂt nuclelc vé cung cdp thong tin trinh tu axit nuclpw o]
ngum mge va bac 1hal tir mau; bo xu ly; va & vat <*h1 dou dtmc bang may chlra cac lenh e thuc
thi trén bo xtr 1y, cac 1énh ndy bao gom

| \a) ma dé thu duogc thong tin trinh tu cac ¢ axit nuclmc & nguol me va bao tha1 fro ong mAau;

(b) mﬁ. dé su dung Lhong tin trmh tu nay dé xéc dinh bang céch tinh todn 6 lugng the

trinh ty (i cac ax1t nuclen, ¢ ngudi me va bao thdl cho m01 trong 6 mot hoac nhiéa nhidm
séc the quan tAm bét & ky dugce (‘hon tir cho nhwm shc thé 1-22, X va Y va Xac dmh 6 luong
thé .Lmh t cho 1t nhat mot ‘umh tw nh‘em sic thé yhuan hoa hodc tdnh tur doan nhum she thé
chuin laoa r‘ho rnol trong f;o mot hoac nhl(‘u nhlcm sic thc quan tam bcu ky; |

| ) mi dé sur duno 5O liong the trinh ty duge xac dinh cho mdi trong s6 mot hoac nhiéu
nhiém sic thé quan tam bit ky va s6 luong thé tr 1nh tu nhmc xac dinh cho mdi trinh tu nhlf*m
séic thé chuin hoa hoac trmh tuf doan nhlem sic thé chu'm hoa dé tink thn mdt dinh hm“ng
nhtrm sdc ThL, cho m01 tlong so mot hoac nhleu nhidm séc thé quan tdm hat ky; va

(d) m& de 50 € mh m01 twng bO tirng dmh Iucrno nhlem sdc the cho 11101 lrong s mot

hoao nmcu ‘ﬂnem sAc the qmn tdm oat kV voi gid tn ngudng tuong ung chn mdi tr ong s6 mot
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hodc nhiéu nhiém séc thé quan tim, va do d6 xéc dinh sy ¢6 mat hodc khong c6 mdt cua mot
hodc nhiéu dot bién 1&ch boi nhiém sfic thé toan ph‘én & bao thai khac nhau bét ky trong mau.

Theo mét sb phwong an, ma dé tinh toan mot dinh luong nhidm séc thé cho mdi trong
s6 mot hodc nhidu nhidm séc thé quan tam bat ky bao gém ma dé tinh toan dinh luong nhiém
sic thé cho mét nhidm sic thé dugc chon trong s6 cac nhilm sic thé quan tAm dudi dang ty
18 clia s tuwong thé trinh ty duge x4c dinh cho nhiém sic thé quan tam dugce chon va sb lwong
thé trinh tu duoc xac dinh cho it nhAt mot trinh tu nhiém séc thé chuin héa hodc trinh tu doan
nhiém sfic thé chuan hoa @ho nhidm séc thé quan tim duge chon.

| Ihw mot ) phlr(mg an, h(‘ thdng nay con bao gom ma dc lap lai viée tmh toan dmh
hwng nhlem sic thé cho mm trong s6 cac doan nh1em sic the con lal béit ky cua mot hodc
nhiéu doan bét ky ctia mét hoic nhiéu nhlem sic thé quan tim bt ky.

Theo mét s6 phuong 4n, m6t hodc nhiéu nhiém sic thé quan tAm dugc chon tir cc
nhlem f)ac the 1 =22, 1'( va'Y bao gom it nhat hai muoi nhiém sac thé duoc chon tir (,ac nhiém
sAc thc 222, X, vaY, va trono d6 cdc lénh ndy bao 20m céc 1enh dé xéc dmh s ¢ mit hodc
kh@ng c»f') mat Qfxa {t nhat hai muoi d‘(f)t bién 1&ch boi nhidm s;ic thé toan phr?m ¢ bao thai khac
nhau dugce xac dinh.

Theo mot 56 phudng an, it nhat mot trmh tu nhifm séc the chuan héa 1a nhém gbém céc
nhlem sc thé duge, c,hon tir cac nhidm séc The 1-22, X, va Y ""heo cic phirong an khac, it
nh:lt maot trinh ty nhidm séc thé chuan hoa 1a mot nhidm séc thé ducu chon tu cée nhiém %ac
thé 1 -22, X vaY

Phuon0 an khac de xuﬂt hé thong aung dc X4c dmh su c6 mit hmc lchong co mat cua
mot hnac nhiéu dot bién léch béi nh1em séc the ¢ bao thai khac nhau mo* phan bat Lv trong
m€w thiy clia nguoi me bao g6m cac axit nucleic & ngum me va bao ’{ha],, hé théng nay bao
2om: bd gial trinh tw dé nhan mau ax1t nucleic sample va cung chp thong tin trinh tw axit
nucleic ¢ ngudi me va bao tha1 tr mau; bo xtt ly; va vat ghi doc duoc bangr may Chu’a Cac ienh
dé th‘u‘c thi trén b xur 1y, cdc 1énh na.y bao gom: ,

( é) ma dé thu dugce thong 1:i,1'i trinh tu cac axit nucleic & ngudi me va bao thai trongrm?iu.;

(b) mi dé sir dung thong tin trinh tu nay @2 x4c dinh bang cach tinh toan sd tugng thé
trinh tu o cac axit nuclem or ngudi me va bao thai cho mbi trong s6 mot hoac nlneu doan bat

ky cua mot hoac nhleu nhlem sdc thé quan tam bét ky dwoc chon tir cac nh1em sfc thé 1-22,

¢
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X, vayY va xac dinh sb lwgng thé trinh ty cho it nhéit mdt trinh tr doan chudn héa cho mbi
trong sé mot hodc nhiéu doan bat ky ctia mdt hodc nhiéu nhiém sfic thé quan tAm bt ky;

(¢) m3 héa bing cach sir dung 56 luong thé trinh ter dwge xac dinh cho méi trong s6 mot
hodic nhidu doan bét ky ctia mdt hogc nhidu nhidm sic thé quan tim bat ky va sb lwong thé

trinh trr duge xc dinh cho trinh ty doan chuin héa dé tinh toan mot dinh luong doan nhiém

r
A

sic thé cho mdi trong 56 mot hodc nhiéu doan bat ky chia mot hoic nhidu nhiém sac thé quer
tam bt ky; va

- (d) ma dé so sanh mdi trong sd tuncr dinh lugng doan nhiém sac thé cho moi trong s
mot hodc nhidu doan bét ky cia mot hoac n]ﬂ]eu nhiém sfic thé quan tam bfat kv véi gia tri
ngudng tuong ng cho moi trong sé rnot hodc nhlcu doan nhidm séc thé bat ky cta mo‘t hedc
nhiéu nhiéni she thé quan tam bit 1(5/, va do dé x4c dinh su ¢6 mit hodc khong c¢6 mit ciia mot
hoé.é nhiéu dét bién 1&ch boi nhi"ém °§c thé n16t p‘lén & bao thai khéc nhau trong mau nay.
| Thef) mm so phuang an, ma aw tinh toan mot ‘in*h lu’(ynsz dafm qh‘em uac th é bao mm
mi aé Lmu toan d‘mh hwong doan nhiém sic the cho mgt dean dum chon uon g 6 cac doan
nhifm sic th e dudi deng ty 1¢ cua q@ hrong thé trink ty duoe xéc dinh cho doan nhiém sac 1'h_é
duge chon va 56 huong thé trinh tir duge mc dinh chu trmh m doan uhuan hoa tuwong tng cho
do an nh1em sac Lhe dwge chon. ‘ _

Theo mot 50 phumv g an, hé thono nay _/ con bao gdm mi dé 1?1p 1ai vige tin.h'toz’m dinh
lwong doan nhidm ba(, thé cho mdi trong sb céc doan nhidm séc thé con lai bﬁt lfv cua mot
hodc nhleu doan bat my cua mo‘r hodc nhlPu n]nem sic the quan tam bét ky.

T Imo ot o pmmng /,m he thong nay coi bao uom ( 1) raa de Iap cac bum, tir (a)- (d)
ch{) cac mau 1‘111* tiy cm‘ adi tuong ne‘r,um me khd( nhm va (u ) ma dé Xac d’mla sir cO mét hod
khéng ¢6 mét cta m@t hoic nhxeu daot .bien 1éch boi nhidm s sfic tne mot phan o b’to that khac
nhau bét ky trong mdi mau. - |

Theo cac phuong dn khéc cta he Lhong bét ky trong s& cac hé tnong fiur)c dc xuét M)ng
dy, mi nay con bao som mi dé ur dong ghi su cd mat hodc I\hong c6 mat cia dot bién le(‘h
b01 nhlem séc *hc & L thal mm' dm')'c Yac du’rh 'tron buoc (d) trong hd so benh an cho dbi
tu(mg ngum cung cap méiu 1hu’ cua nfvu(n me, trong c’[o vige ?hl nay dufm thue hmn oang cach

su du ng b w
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Theo mét s6 phuong 4n cia ha théng bat k¥ trong s6 cée hé thdng duge dé xuit trong
day, bd giat trinh tu dugc tao cAu hinh dé thuc hidn giai trinh ty thé hé mdi (next generation
giai trinh ty - NGS). Theo mét sd phwong 4n, bo giai trinh ty dugce tao chu hinh dé thue hién
giai trinh ty song song khéi lwong 16n bing cach st dung k¥ thuét giai trinh tur bang phuong
phéap téng hop véi cac dau cudi nhuom thuan nghich. Theo cac phwong an khac, bg gidi trinh
tu duoc tao cAu hinh dé thyc hign giai tinh tyr bing phuong phip ndi. Theo cdc phuong 4n

~ [

khéc nira, b gial trinh tu duoc tao cAu hinh d@é thye hién giai trinh ty mot phan tu.
Vidy thye hifn sancf ché

V i du L B \ ' B
Tao va gml trinh 1’_1_1’, cac thu' vién giai trinh ty co ban va duoc lam giau

a. [ ao thu vién gidi trinh ty - giao thuc rat gon (ABB)

T at ca céc thu vién g1a1 trinh tuy, tre 1a, cac thu vién co ban va dugc 1am gidu, duge didu

ht. fur mp xi 2 ng cfADN tmh w:h duorc tach ch1°t tur huyét Umrng cua noum me. V iéc tao

th w vmn fiu.’oc thue hle”l bin g cach sur dung LhdL whan ung cva tap hop uhdf pmn ung ADN
dleu chc ADN Ju NI BNext‘M 1 (Phan s6 E6000OL; New anldnd Biolabs, Ipswich, MA),
cho 11} ummaO nhu sau. B(n vi ADN huyét tuong ngoai t& bao duoc phan doan ty nhién, nén
khong cén phén doan thém bang khi dung héa hodc siéu am pha & bao thye hitn trén céc
ADN mau huyé:t ﬁrgng. Céc Cfﬁu nhé ciia xap xi 2 ng doan ¢fADN tinh ché chia trong 40 pl
duge bién ddi thanh cac dAu bang plloqphoryj hoéa theo Modun khéi phuc div NEBNext®
Hang ca(h nudi cay trongirﬁn ly tam 1,5 ml cfAD\T vai Sul dung dlcn dém phprhoryl hOd
10X, 2 hnn hop dung dich deoxynucleotlt (10 mM mdi dNTP), lul dung d1ch pha loang
1:5 ADN Do lymeraza I 1 p] T4 ADN Polymu azaval pl T4 Polynh leotn Kma,ﬁ dum, cung

cAp ufmg ta p hop c,hat phan tng ADN c‘heL, che ADN mau NEBNextT“’I 1 tmng 15 phiit &

7
A

20°C. Cac enzym sau d6 duoc 1<:hw hoat tinh bang nhlet bang cach nudi cay hon hop phan ung
6 75°C r ong 5 phit. rIon hop dugce lam lanh xubng 4°C, va viée gin dudi dA cuq ADN dau
bann dun’u thue hién bang cach st duug 10 ul hén hop gnc dé gin dudi dA chia doan T\kno W
(m 3 d n 5'exo rr‘mvs) (tap 1 hop c}nt phan tmg ADN diéu ché ADN mau N BNext" ™ 1), va
il ‘n o=1g 15 i)hut 6 37°C. Sau do, dom Klenow chrm khu’ hoat tmh bing fihi &t bang wc,h u hon

hop phan unff & nh]f’t 40 75°C trong 5 phut. Sau khi khur hoat tinh cta 4oan Klenow 1 pl

I3
A

dmw chclﬂ pha ioar'g 1:5 chua Hon hop <)1100 umh tu ndi thudce bo gen Uh;mmd len S0
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1000521; lumina Inc., Hayward, CA) duge sit dung d& ndi cac trinh tu ndi Hlumina (trink
tu ndi Y khong chi s6) vao cac ADN c6 dudi dA bang cach sir dung 4 ul T4 ADN ligaza cung
cAp trong tap hop chét phan ting ADN didu ché ADN mAu NEBNext™ 1, bang cch u hén
hop phan Gng trong 15 phut & 25°C. Hon hop nay dugc 1am lanh xubng 4°C, va ¢fADN duogc
ndi trinh tu ndi duge tinh sach khéi cac trinh ty ndi khong duoc ndi, cac dang nhi hop cta
trinh ty ndi, va cac chit phan img khéc bang cach sir dung céc hat tir tinh duoc cung chp trong
hé théng tinh ché Agencourt AMPure XP PCR (Phén s6 A63881; Beckman Coulter
Genomics, Danvers, MA). Muoi wm chu ky PCR dugc thuc h1en dc lam giau ¢o chon loc
cfADN duogc n01 (rinh tw ndi (25 ul) bdng cach sur dung Hon hO‘p gbe co do chinh xac cao
Phusion ® ( ’75 il; Finnzymes, Woburn, MA) va mdi PCR clia [lumina (0,5 pM cho mdi moi)
bé sung v6i trinh tu ndi (Phén 6 1000537 va 1000537) ADN duoce ndi trinh tu 1101 dugc dwa
vao phan 1rno P(,R (98°C trong 30 gidy; 18 chu ky 98°C trong 10 oxay, 65°C trong 30 gidy,
va 72°C tr onfr 30 gidy: gidn no lan cubi Y 72°C t10ng 5 phut, va gitt ¢ 4°C) bang cach st dung
mdi PCR b gen [lumina (L&C phan 56 100537 va 1000.)38) va Hon hop g odc Phus 5101 HF PCR
du’oc Lung t,ap rrong tap hcp chat phan tng ADN diéu Cho ADN mau NEBNext™ 1, theo
huéng dan cua nha san xuét. San pham da khuéch da1 duoc tinh ché bang cach sir dung he
thdng unh ché Agencourt AMPure XP PCR (Agencourt Bloscmnw Corpoxahon Beverly,
MA) theo hudng dan clia nha san  xudt  truy pap duoc tor  trang
WWW. ‘oe;:kmfmgenon‘xics com/productv/AMPureXPProtocol 0003 87v001.pdf. Sén phim
khuech dai tinh che duogc raa 51211 t10ng 40 pl dung dich dém Qlagen EB, va néng dj va su
phan bo 1(10‘1 thude cua ‘rhu vién khuéch dai dugc phan tich bang cach sur dung kit A"ﬂent
ADN | 000 cho thibt bi2 100 Bioanalyzer (Agilent technologws Inc., Santa C lara C A)

b. Tao thu vién giai trinh tu - giao thirc d¢ dai day du

Giao thire d6 dai ddy du duoc'ma ta & ddy v& ban chét 12 giao thire tiéu chuan cung cip
bai lumina, va chi khac véi giao thire Il‘umma ¢ vice tinh che thu vién khuecn dai. Giao
thire hlumma lenu cho thu vién khucch dai dugc tmh ché biang cac,h str dung dién di trén gel
trong khi d6 giac thic ducc mo ta & day st dung cac hat tir tinh cho ciing budc rmh ché. Xép
xi 2 ng ¢fADN tinh sach dugc tach chiét tir huyét tuong cua nguodi me duge su oung dé tao
th w v iEn gldi mnh tw co ban bang cach st dung tap horp chét phan ‘mg ADN didu ché ADN

mau NLPNthT"' 1( Phan 56 EhOOOL New lfngland Biolabs, Ipswich, MA) cho [llumina®
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vé ¢co ban 1a theo huéng dan cia nha san xuAt. T4t ca cdc bude trir bude tinh sach cudi ciing
cla sdn phém duoc nbi trinh tu 0di, duge thue hién bing cach sir dung cédc hat tir tinh
Agencourt va chét phan Gng thay vi ¢6t tinh ché, dugc thue hién theo giac thic nay cing véi
céc chit phan tng dé didu ché miu NEBNext™ cho thu vién ADN b gen ma dugc giai trinh
tu bing cach st dung Numina® GAJlL Giao thirc NEBNext™ vé co ban 14 tuan thu theo giao
thue cung cap boi [lumina, truy cap duogc tir trang
gref jhml.edu/hts/protocols/11257047_ChIP_Sample Prep.pdf.

Phan nh6 ra cua xXap xi 2 ng doan cfADN tinh sach chtra trong g 40 pl dugce bién d6i thanh
céc dan bang phosphoryl hoa theo Mobdun khoi phuc dau NEBcht® bang cach nudi cay 40pl1
(‘fA*)IM VG S p] d‘un0 dich dém phosohoryl héa 10X, 2 pl hon horp dung dich dcmvnucleom
(’10 mTvI mbi leP) 1 pl dung dich pha loang 1:5 ADN Polymeraza [, 1 ul T4 ADN
Polymeraza va 1 ul T4 Polvnm leotit Kinaza dugc cung cAp trong tap hop chét phan L'mg AD‘\T
diéu ché ADN mau NEBNext™ 1 trong ong ly tdm 200 pl trong may chu trinh nhv ét tr ong 30
phat ¢ ‘()"C Mau du(:fr‘ lam. larth xubng 4°C, va dugc tinh ché bang cach sir dung cdt
QIAQuick duge cung cap trong B tinh rhe QIAleck PCR (QIAGEN Inc., V alencia, CA)
nhu sau. 50 pi chat phan Gng duoc bhuyen dén ongj ly tam 1,5 ml, va 250 pil dqu dich dém
Qiagen PB duuc thém vao. 300 pl thu duoc duge chuyén dén cot \)[AqL11d< dugc ly tam voi
the d6 13 O )0 vong/phat nong mot phut uong ong ly tam. Cot nay du’oc ruu bing 750 ul dung
c,mh dem Olaycn PE, va duoa ly tam lal Etanol du duoc loai bo ra bing quv tr mH ly tam bd
sung trong 5 phut vl toc do 13.000 VonO/phut ADN duofc lra giai Monp 39 ul dmmI dlch dem
Oxam,n EB baug: ly tam un néi dudi dA cua 34 ul ADN dau bmg ihu duge banu c,acn sur
dung 10 al hon hop uhmh co aum dA chira dean Klenow (tu 3" déu 5' exo minus) (tap hop

chat phan ung ADN didu uhe ADN mau NFBN@MTM 1) va nudi ciy uon0 30 ohut & 37°C
theo Modun nox dudi dA NEBNext® ctia nha sin xuit. Mau duogc lam lanh xudng 4"C va
duoc tinh che bang) Cach Sur uung cot duge cung cap trong Bo tinh ché MinElute PCR
(QI/\ JEL‘I Inc., V alr,mm Cx\) nhu sau. 50 pl “hat phdn ung dugc chuyén den ong ly tam 1,5
ml, va 250 H 3| dung dlc,h dcm Qlagen PB d’uo\, thém vao. 300 pl nay duge chuven den cdt
MinE lmc c.uoc ly tir véi the do 13. 000 VOll‘J/phut trong mgt phut trong éng ly tam Cot na y
dum‘ ria bemo 750 ul dung dich dem ngcn PE, va dugc ly tam lai. htanol du (ilIOL loal bod

ra bano quy mnh ly tam bo sung trong 5 phut V01 toc do 13.000 Vong/plqut ADN dugc rua
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giai trong 15 pl dung dich dém Qiagen EB bang ly tim. Mudi micrdlit nude ria giai ADN
dwoe G v6i 1 pl dung dich pha loang 1:5 Hon hop oligo trinh tu ndi thude bd gen Hlumina
(Phén 6 1000521), 15 ul dung dich dém phan tng ndi nhanh 2K, va 4 pl Quick T4 ADN
ligaza, trong 15 phtt ¢ 25°C theo Modun néi nhanh NEBNext®. Mau dugc lam lanh xuéng

,

4°C, va duge tinh ché béang cach st dung cot MinElute nhu sau. Mot tréra nam muwoi micr6lit
dung dich dém Qiagen PE duge thém vao 30 pl phan Gng, va toan b thé tich duoc chuyé
dén c6t MinElute, dugce ly tim vdi the do 13.000 vong/phut trong mot phit trong bng ly tAm.
C ot nav dugc ra bang 750 pl dmg dmh dem Qiagen PE, va dugc ly tam lai. Etanol du dwoc
ioai i bo ra bang quy trinh ly tAm bo sung trong g 5 phit v6i t5e d6 13.000 Vong/} ohut. A\DN duoc
riva gidl tJ ong 78 pl dung chch (fem Qlagen LB bang h ‘tam. Hai muoi ba mu‘mh{ nudc ria
fgxfn AN duuc, ndi trinh m 1101 j’um‘ dua vac 18 chu ky phcm ing D( R (QSOC trox.g 30 gidy;
18 chu ky 98°C uo*w 10 glay 65“(, trongj 30 gidy. va /’?OC tronn 30 gmy man n(r lan cum &
/?% rron'J 5 phut, va gm: W 4°C) bang cach si du1w n101 PCR bo gen Hlummu ( cac phan 3d
lOO 37 va 1000<38) va hon hop :hmh Plusion HE PCR duorc: cung cdp trong ‘rap hcrp chat
phm‘ ung ADN dlcu th’ ADN mau NEBNext™ 1, tﬂeo hudng dan cta nha san ‘(uat Sén
pham di khuéch dal du’O'C tinh ché banp cch st dung hé thdng tinh ché Agencourt AMPure
YP PCF? (l\gem,ourt Bioscience Corporation, Beverly, ’\/L/\) theo hudng dan ctia nha san xut
truy ~cdp  dwge  tr tran g WWW. beckm angenomics.com/products/AR ﬂ‘ﬁreXPgiao
1:]‘1‘6?9“00 387v001. pdf He thong Tmh ché Agencourt AMPure }xP PC R lecai bo cac dNTP
Lhon@ két hop, cac doan mo1 dang nhi hgp cua mdi, mudi va cac tap chat kh’xc va khoi phuc,
cac don v, siéu sao uhep 16n hcm 100 bp. ‘Scm pham da khuech ddl du’oc rira gidi tir cdc hat
A Lgenc ourt trong 40 ul dung dich dmn Qlaven EB va thanh phén c& hat cua cas, thir vién duogce
pl hén h\,h um,g cach st dung Bo Agllent ADN 1000 cho thiét bj 2 lOO Bwanalyzel (Agllcm
hnolﬂglcc Inc oantu C ara, A)
e Phan twh céc thv vién Ulal tr mh tw duom tao theo cac g1a0 thm rat gon (a) va
giao thuc do dai day du (b)
Cac dién fh dod duu ta(» mbo’l ihiél bi Bio(malvzex duoc the hién trén cac hinh vé Fig.7A
vaI ig. /Fi F ig. TA t‘hﬂ* hién dign di dd cﬁa ADN thur vién duge didu ché tir cfADN tinh ché tir
mau buye llmng M242’18 bano cach st dung g,1a0 thlrc do dai day da duge mé ‘rd '[1‘0"10 (a)

va ¥ i 7B _thf: hién dle;n di do u 1a ADN thu vién duoc dleu L,Le r cfADN Lluh bhe (A mdu
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huyét twong M24228 bang cach st dung giao thirc df dai day di duge mo t& trong (b). Trén
cd hai hinh vé&, cac dinh 1 va 4 biu dién 14n luot dAu chuan dudi 15 bp, va dAu chudn trén
1.500; céc sb & trén dinh biéu thi s6 1an di chuyérx véi cac doan thu vién; va cac duodng ngang
bidu thi ngudng thiét lap dé tich hop. Dién di dd trén Fig.7A thé hién dinh phu cia cac doan
14 187 bp va dinh chinh cta céc doan 1a 263 bp, trong khi d6 di¢n di ad trén Fig.7B chi thé
hién mdt dinh & 265 bp. Sy tich hgp céc vang dinh tao ra nong do6 tinh toan 1a 0,40 ng/ ul cho
ADN cua dinh 187 bp trén Fig.7A, ndng d6 7,34 ng/ pl cho ADN cua dinh 263bp trén Fig.7A,
va néng do 14 72 ng/ pl cho ADN cua dinh 265 bp trén Fig.7B. Céac trinh tu néi [llumina duge
n6i vao cfADN dmy(‘ biét A 92 bp, duge frir 265 bp, biéu thi r’mg kich thude dinh ctia
cfADN 14 173 bp Dinh phu tai 187 bp biéu dién cac doan clha ha1 méi duge roi dau - cudi.
Céc ﬁoan hai mdi tuyén tinh duoc loai b6 ra ](hOl san pham thu vién cudi cung khi giao thu?@
rit gon duoc stt dung. Giao thire rGt gon cling loal bo cac doan khac nho hon 187 bp. Tmng
vidu ria} nong do cfADN duroc nbi trmh tir ndi tmh ché rfap d01 nong do (,fADN duotr n01
trinh tir 1101 dugce tao ra bang céch sir dung glao fhire do dai day d. Can luu ¥ rang ndng do
ctia cfADN duoge nbi trinh tu nbi wa céc doan cfADN duge ndi tr mh tur ndi ludn 16n hon nong
do thu dugc bang cach str dung giao thm do dai (’[ay du (du liéu khono duorc thé hién).
Do do wu diém cia viée tao thu vién gidi frink tu bing cach st dung glao tmrc mit gon
do lé thu vién thu duoc mQt cich phu. hc_)'p chi bao gbm m(_)l; dinh chish trong khodng 262-267
bp trong khi d6 chét hI‘ang cua thu vién duge didu ché b%mg cach str dung giao thire (I@.dz‘li.
day da bién di nhu dugce phén anh boi sé lu(mg va tinh di dong cua cac dinh khong phai dinh
bxeu dién cfADN 4c san pham khong cfADN s& chiém khong gian trén cuvet dong chay va
lam giam chit hmng ctia khuéch dai cum va viée chup snh sau do cta cac phdl’l ing giai trinh
dwu nav lam co sO cho viée quy hoan toan cho tinh irang dot bién 1éch boi. Giao thic rﬁt
gon duoc thé hlen khong anh hudng dén viée gidi trinh tu thu vién. |
U u le‘m khac clia vige tao tth vién giai trink tlr bansr céch st dung glao 1hu€(‘ rit gon
do la ba buo’(, n7ym gom tao dau b'mg:,, ndi dudi d- A va ‘101 trinh tw néi, t6n it hon mot givy
dé hoan thanh, ho trg cho vige phé duy et va ﬂlU‘C hién dich vu (‘han doan dot bién léch boi

nhanh.
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Un diém khéc dé 1a ba bude enzym g odm tao déu bang nbi dudi d-A, va néi trinh ty ndi,

=)
dwoc thue hién trong chng dng phan tng, do dé tranh nhidu 14n chuyén mau ma co thé dan
dén imét vat 1iéu, va quan trong hon 1a ¢6 thé din dén 1Am 13n 16n mAu va nhiém ban mau.
Vidu?2
Xét nghiém trude sinh khong xam l4n bang cach sir dung kich thuge doan
Gidi thigu
K& tir 1an gidi thidu thuong mai vao cudi nam 2011 va ddu nam 2012, xét nghiém trude
sinh kh6ng xam hm (non- mvamve prenatal testmg N[PT\ d6i V(n ADN ngoai te bao (cell
free AI‘)N cff DN\ trong hnvet tirong clia nguoi me ua 11hanh Vhong trds lhanh phaong phép
duuc hra \,mm dc sang loc Dhu nir mang thai ¢6 ng uy co b1 dot bién 1&ch boi bao thai cao. Cac
P Lucngr pl\ap co ban dua vao vide phan [gp va gidi trmh tu cfADN tronw huyet Luong cua phu

ni mang thai, va dem bO luonn Joan pfADN dé s 50 sanh v&i cac mec cu thé cia bo

O gen ngudi
tham x,hleu (131 ligu tham khdo Fan et al Lo et al) Céc phuong phap dém phan tir va giai
trinh m £ \DN cho Dhep xdc dinh vol d6 chinh xac cao céc 50 m()’ngj ban sao hen (quan cho m01
nono m cac nhlem sic rlk trén bo gen. Pa dat duge do nhay va do déc hi¢u cao aé phat hién
cac i é ba '1 18 va 13 theo rdch lap lai ong nhiéu nglw‘-‘n ciiu lam 5ang (cac tai li€u tham

i

khdo, v ich dan phan tich tonp hop (nl/Nlcola1des) }

(sz dav hcm cac n0hxcn w’u lam bang b sung da cho tha} 1ang, phmrng phap nay c6
th“ du ge mo rong, cho tap h/)p san khoa chung Khong ¢6 su khac bigt nhan Ula y duge tr ong
che ty ¢ ALL"N bao fhal gum tAp hop c6 nguy co cao va tdp hop nguy co trung binh (cac tai
ligu tham khao) C ac ka,t qué ng hu—:n ctru lam sang cho thay rang NIP f Str dung .dém phan tr
bang gial trinh tur cfADN thye hién tuong duo'w nhau ¢ ca hai tap hop. Céi thién dang ké vé
mat 'th’éhg kc ’r‘roﬁglgiﬁ i 1@ dodn duong (posmve predictive value - PPV) trén sang loc
huyét thanh ticu .,huan d:1 duge thé hién (Cdu a1 liéu tham ‘(hao) Céac két qua thir nghidm

du:o&ng tinh gia 'hﬁp bon, sc vm két qua do smh hoa huy_ét thanh va sang loc d6 mo da gy, da

N 2
A A A

Lnr gidm o ¢ &1 nhu c‘au cén muc hign cac quy trinh ¢han dodn xam 1§n (‘;{em o4c 1ai ligu tham
ldmo Larion @t al. trén nhom cia Abuhamad) | | |

Vi kul qud NIPT tét trong tap hop san khoa chung, unh dou gian trong tién tr mh cong
vige va ch1 phl gid dm/ da tro thanh yeu tb xem «ét chinh dé thyc hién g1a1 trinh fy cfADN

ho L)an b vige pha“ hxw 60 M(,n 1Lc,h boi nhlcm sic thc trong tdp hop san khoa chm g (tai
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licu tham khao: ISPD Debate 1, Brisbane). Hau hét cac phuong phap NIPT trong phong thi
nghiém st dung bude khuéch dai phan (g chudi Polymeraza (Polymeraza chain reaction -
PCR) sau khi tao thu vién va giai irinh tu mot dau doi hoi 10-20 tridu doan ¢fADN don nhét
dé dat dugc do nhay hop ly dé phat hién dot bién 1&ch bdi. Do phirc tap cla tién trinh cong
viéc dya trén PCR va céc yéu cau giai trinh ty sau hon di gi6i han tiém ning cta xét nghiém
NIPT va dan dén chi phi cao hon.

Tai day chimg minh duoc rang d§ nhay va do dic hiéu phéan tich cao ¢6 thé dat dwgc
véi viée tao thu vién don glan nhd st dung dau vao cfADN l‘dt th mp khéng yéu cﬁu khuéch
da1 PCR. ]“hu(mg phdp kbong PL,R dorn gian hoa tién trlnh cong Viec cai thlen thivi ¢ 01ar1 quay
vong va loal b dure ve cac do ]Pa,h von ¢é & phucmg phdp PCR. Tién rrlnl cong \’lf’b hhon(f

khuéch dal cé the duoge két hop véi giai trinh tu ddu bat cap dé cho phép xéc dinh do dai doan

cho mdi thé va tong ty 18 ADN bao tha1 uong moi mau B01 vi céc doan quDN thai nghi

4
M

gan hon céac doan clia ngudi me [tal liéu tham khio Qual\e 2010, cung nén moh dn bai viét
Lo 8 Smenug Clin Translatlon] nén viéce phat hién dot b1en 1&ch bi ¢ bao thai tir hu yéL wrong
clia ngudl me co ‘Lhe duogce tbuc hién hicu qud va manh m& hon nhiéu, du1 hot it C{oar cfADN
du yn 1at hon. Két 1 hop lal dat duge do nhay Va do dac h]cu phin tich duge cai th1en véi thot
gian quay vong m‘r nhaph VO‘l 50 hmng doan quDN thap horn dang 1<.e F)leu nay cho phep xét
nghi¢m NIP F duoc thuc hién vt chl phi ﬂ’ldp hon déang ké, tao thuin lgi cho viée ap dung
trong qum thc san khoa noi uhunb

Pt nuwong phap

Cac mau mau ngoax blen duson, dua vao cac dng B(,l (Streck, Omdha NE, MY) va du:(‘)’c
chu /cn den plﬂong thi nglm,m Illumm& CLIA ¢ thanh phd Rcdwood dé dung cho xét nghiém
NIP T Lhu< mg mat C ac mau thoa thudn ngucl bénh da ky cho phep cac phan phan ude huyét
mong thir hai dugc 2 an darh dix huu va st dung cho nghién cu lam sang ngoai trlr cAc mau
nguol opnh duoc gm tu‘ Banp N ew York. Ca(‘ mau huyet trong cho cong v1ec nay duorn chon
dé bao Uom ca ba.o tha1vb1 dot ble;ll léch boi va khong bi mé&c bénh trong khoanfT cua nong do
dAD\T Va8 ADN bao thai,
Don gidn héa xir Ly thie vién

CUALDL‘I duoc tach vlnet tir 900 L, huyét twong cta ngudi me bang céch sir dung kit tinh

uhG‘ mau M 1c1€0‘3pm 96 10 (M acherey-Nagel, Diren, Dtrc) véi mot sé duﬂn chinh nho dxv chira
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duoc dau vao dich ly giai 1én hon. ¢fADN phan 18p duge dit true tiép vio quy trinh thu vién
giai trinh tu ma khong co su chuén héa bit ky dau vio cfADN. Céc thu vién giai trinh ty duge
tao bang kit thu vién ADN khong dung PCR TruSeq (Illumina, San Diego, CA, MY) véi cac
chi s6 kép dé tao m3 vach cac doan cfADN dé nhan dang mau. Nhing diéu chinh sau day cho
giao thic thu vién duge su dung dé cai thién sy twong thich cta qua trinh tac thu vign voi
ndng cfADN dhu vao thip. Thé tich diu vao cta khudn duogc ting 1én, trong khi d6 hdn hop
chinh dé stra chita dau, gan dudi A va ndi va ndng do trinh tu néi duge giam xubng. Ngoai ra,
sau khi stra chia dau, bude dung nhi€t dwoc dua Vao dc, khir hoat tinh cac enzyn, buorc tinh
ché hat SPRI (nha cung cap) sau khi khoi phuc dau du’orc loai bo, va viéc rura 0141 trong bude
tuﬁ\djehatSPLU.&uxkh1n01su dungchnvrduildcnllel(Ilunnna)

‘Vlot bo didu chinh chét long MICROLAB® STAR (Hanulton Reno, NV, T \/{Y) dch
tao cau hinh véi dau 96 kénh va 8 kénh hit nho giot 1-mL, duge su dunﬁ de xu ly tung dot
96 mau huyet tucrng cung luu Bo didu chinh chat long nay xu 1y tirng mau huvet tLrO’ng neng
1¢ thun g qua tach chiét ADN didu che va luong tu héa thu vién giai trmh tu. Céc thu vién
mau e g 1é duoc fugng tv hfm vl Aucu(/leeu (Blotlum Haywald CA MY) va nLOm 48
mau duoc dleu uhe vd1 cac dau vao chudn héa tao ra nong do cudi cung 32 DM dé giai trinh
fr.

(ridi trinh tu ddzz bdt cdp , v

Gial t;‘inh tr ADN duge thue hién v6i dung cu [llumina NextS é:q 500 sir dung giai trinh
o dau bat cap 2x36 bp, c@ng v6i 16 chu ky bd sung dé giai trinh tu cac mé vach mau. Tong
so 364 mdu f{uac chay trén dot giai ‘umh tir doc lap. V |

Cic trinh ty ADT\I ghép cip dugc giai ghép bing cach st dung bd?fastq (Illun1111a) va

duogc anh X4 dpm b¢ gen nguol tham ch1eu (hcr] ()) ban cach st dung thuat toan can chinh
rinh ty bowtie2 [tham khao Lan dmcud Trinh tur doc ghép cap phai khop véi cac soi xudi va
ngroc méi duge dém. Tét ca céc cdp anh xa dugc dém vuot sb diém chét Juong anh xa 10
(Ruan et al ) Vi triﬁh‘ tw doc thir nhét duy nhét trén toan bd du:dc gén cho céc bin b6 gen do
rong (“3 dinh llen tiép khong chdng 14n ¢6 Iich thude 100 kb. Xap xi ’9% bd gen thé hign do
che phuvbw‘n thién cao trén tdp hop doc 1ap gom cac mau NIPT va dux_)c loai ra khoi phén tich

sau nay.
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Bang viée sir dung thong tin vi trf bd gen va kich thu‘c’fc doan éé s&n tir cac vi tri duoc
anh xa ctia mdi trong s6 hai dau cua doan cfADN duoc giai trinh ty, hai bién duoge suy ra cho
mdi cira b 100kb: (a) tdng s6 dém doan ngfn dai dudi 150 cip bazo, va (b) mot phén cua céc
doan trong khoang 80 va 150 cap bazo trong tap hop g0m tt ca cac doan dudi 250 cip bazo.
Viéc giGi han kich thude cac doan xubng dudi 150 cip bazo lam ting ndng 46 cac doan bét
nguén tr nhau thai, d4ay chinh 1a dai dién cho ADMN bao thai. Mot ph§11 cua cac doan ﬁg'fm
biéu thi lwong ¢fADN bao thai lién quan trong hdn hop huyét twong. CFADN tr bao thai co
thé ba nhiém duoc mong doi 1a 6 ty 1€ trinh tu doc noan cao hon anh xa dén nhidm sic thé
ba so vdi bao thai thv nouyen bm ma Judng the véi nhlem sac thé do. , 7
1 5 dvn va ty 1¢ cta cic doan noan duo«, u,hu’m hoa doc lap dé 10a1 bo céc do 1éch thir

n gblpm mang tmh hé t]lono va cac bién thwn riéng ting mau do ham lugng guanin cytosin

(JL,) ‘rhxoc bd gen bang cach su dung quy trmh thé hién trén Fig. 2D. Cac gié tri da chuan hoéa

L,

duoc X et bO’t bang cach 10u1 bo céc bin I¢ch ra khm duO’np trung bmh todn bo nhidm sdc th é o
muce rﬂncu hon 3 s6 d’o ch» lec,h chudn manh Cu Gi et lung, véi mdi trong s6 ha“ bié én, cac 91& tri
chuin | hoa ouuc xén bt hm quan den nhiém séc thé dich du’oc so sanh vdi cac gid tr1 trén
nmem .sac me tham uhleu chuén hoa dﬁ tao ra thng ké t. |

Dt heu tir m&i ln chs 2y gidi tr mh tir dau ‘)at cdp tuan thu theo bon bude phdn tich: 1)

huyen clm trinh ‘hr doc, 2) 1 nhan bin Ja\, diém o do phan gku 100kb, 3) chudn héa mai dau

d]f‘n“ (so dém Vi ty le) ¢ d6 phan glal 100kb va 4) ket hop céc dic diém va cham lem phat
hién dot hién 1Cuh boi. O buge 1, dir lidu mau duoc g1a1 ghep tlr cdc mé vach r1cgn le can
chmh voibo gen va duoc loc d01 vcn chat lxgng 1r1nh tur. Bude 2: tong 56 dem doan ngan dai
dudi 1‘\(} cdp bazo, va ty l‘@‘ cua cac do‘an trong khoang 80 va 150 cip bazo trong tap hop abm
tht ca oéw ddan du’f’ji 25 0> cdp bai.O‘ dugc xéc dinh cho mSi bin. Chénh léch thir nghiém va cac
bién thidu d. AC h1eu mau duoc loai bo uong bude 3 Cu01 cung, ndng do cao so v6i maL tham
chlcu duge xac dmh va duoc, chém dlem bang cach st dung thtr nghwm tcho mm trong. 56 6
dﬂn va W le va c‘hm’c 1"61 hop dc_ ¢6 diém s6 cu01 cung dé phat hién dot b1en 1ech ‘701

Ph it hi 'én ;i‘Ol bién léch loz mhiem sac l/w v

Céc tac o i sang ché da thir nghiém xem du liéu s6 dem vaty 1 ¢o tln dugc két hop G‘e
tang ctfé'ng kha ning phcu h1en thé ba nhlem 21 & bao 1ha1 hay khéng. Mudi sdu miu hu: yét

fir ong tur 13hu nft mang thu voi thé ba n hlem 21 ducrc X% nhén k1eu hinh nh’n‘ 73 2 )4 man tir
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phu nff mang thai khong bi bénh dwge phén bd ngfu hién trén cc dgt xit 1y, tao ra chin cuvet
dong chay dé giai trinh tu. Moi bude thudt todn duge kidm tra riéng & dé xac dinh kha ning
ctia mdi bude va két hop céc bude dé phat hign dot bién 1ach boi. Biém s6 cudi cung dé phat
hién dot bién léch boi & bao thai trong trudng hop két hop duge xac dinh 1a c&n bic hai cua
t6ng binh phuong cia hai thdng ké t ridng 18, va mét ngudng duoge ap dung dé tao ra két qua
4c dinh 12 "phat hién dot bién 1éch bdi" so voi "khdng phat hién djt bién 1&ch H5i",

Tinh todn 1y ¢ ADN bao thai

/ 'fl n%' nmu ty 1& AL)I\J bio thai d’ucc U’OC tinh bing cach six dung ty 1§ gita long 56
d oan ';m kich ﬂ)Lf ;1 L. 136 pr Vi tong 50 doan co klch thudce [165 ]7 bp] t' c»ng tap con
gum e bm bo gen 100 Lb 'Ean CdCh su dung cae mau ur phu nit dang mang maw bé trai,

10% dau tién clia bm bo gm co twong quan cao nhal Vo1 ty 1¢ ADN bio thai (’fu“.ac su3 ra i

0 ‘Uong lwan 520 cua nhzem sac thé X [tai lidu tham khao RdVd] du:ow‘ xac dmh. Tur(mo quan

gnm ugc mlh ty 1€ ADN de that dna trén kich thuoc doan va u’oc tinh suy ra fr nhlem sic
‘the X ¢ bhao Jla} bé tun da met duoe tinh bing C‘ac,h stt dung phdn tich kiér chimg chéo bora
mot [R‘T‘ baa crom ca \,hon bm va udc tinh ﬂldﬂl so md hinh h01 quy. Ty 1& ,.—\DN bao thzn da
udce fmh sau do duge suy ra ban.g céch sit dung mo hmh hm quy tuyén tmh Tu’ ty 1€ Lxch thude
doan. | |
| Ké(:t"(:lué,:,

Don gidn hda xui Iy ﬂ?u‘ Vién

Fig. 8 (ue hi¢n uen trmh tong qucu va donsr thm 01an cho ph1en ban mm nay cu{" NIPT
S0 \un ncn T&mh céng VIF'C noné plu ng thl nohlem ch 1an Toan bd tlen trmh cong vige didu
(ﬁé’ % mu ﬁe p‘qtm Iup hm, &t xuonp lach chxet cfADN, thiét 1dp thur vién, iu(mg te hoa va
hop uhm c»o thc; s )7 cac méu trong it hon 6 giv 10111r thm gian diéu whe trén mot Halm!ton
STAR Didu my s0 vo1 9 g1o va hal Hamilton STARs véi céc phuorng phap dya trén P(“R su
dung, trong phong thi nghiém CLIA. Lwong ¢fADN tach thiét trén mm mav duoc 1y trung
binh 60 pg/uL Vd kef qué cua dau ra thu vién gidi trinh tu dugc trong quan tuyén tinh
(R*=0,94) Vi dau vao LFADT\I nhu duge thé hién trén Fig.9. Mite thn hoi trung binh 16n hon
W/ U‘hcm khuantﬂ bleu ﬂn muc th“ héi hiéu qvné cao ctia cfADN sau khi tinh ché hat SPRI.

'viox f*hqm guu trinh ty st dung hrmlg c.huan hoa Oum 48 m'ul dua(, don kerh va ton xap xi
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14 gid dé hoan thanh. S& lwong trung binh cta cac trinh ty doc ghép gap duge anh xa don
nhit [ XXX M v6i 95% mau trén YYY.,

Gidi trinh tw ddu bdit cdp

Téng thoi gian giai trinh tr mdi dot 48 mAu 1 it hon 48 gidr trén NextSeq 500. Diéu nay
so vo1 40 gitr (1 cuvet dong chay, 96 mau) hodc 50 gio (2 cuvet dong chay, 192 mau) cho quy
trinh phong thi nghiém trén HiSeq 2500. Céc vi tri by gen duge énh xa cua ca hai dau doan

cfADN cung cdp thong tin kich thude doan cfADN. Fig.10 thé hién su phm bb kich thude

c’hrg‘c é.1,1h «a dén céc nhidm séc thé thu'o‘ng duc_ro blet dén 12 ngu.yen bc_n va co ban la dgu dién
cﬁo c;ic nhiém éé’ic’thé cla ngudi me duge biéu dién bang dudng cong manh. Kich thude trung
binh gua doan chén vao ]a 175 bp véi XX% doan co kich thu¢e do trong khoang 100bp va
260bp. ﬂmm cong dam bwu dmn kich thude doan bhl phat sinh tur nhiém dac thé Y chi da1
dién chu cnc doan (‘fADN bao thdl Sy phan bo L1ch thuofc tir cée trinh ty riéng cho nhlem sac
the Y nhd bon, trung b'nh 1a 16 7 bp voichu ky 10 bazo tai cac kich thu(,c doan ngan hon.

Bai vi cac doan ngan h(m ciia cfADN dugce Jam giau vé1 ADN de thai, phfm tich chen
loc T r)ang cach chi st dung céc doan uoan hon chi mong doi la tang kha nang ddl dién bao thai
hen quait. do chon loc vu tién céc tunh tw dou bao thal F1g 11 thé hlen ty If= ADN bao thal
lién quan tir tong sb dem ula cac trinh tu doc co dau bat cdp duogc chira so véi so dem ter cac
trinh w doc c6 dau bat cép ma nho hon 150 bp Cum cung, ty 12 ADN bao thai trung bmh tang
véi hé s6 2 50 VOl tong g(') cem mac du co6 ting mot chut ‘rrbng phuan sai. Dim ngdt kich
t‘m de 1‘3 0 bp s.ho thay 1a0 ra i cn bang t6i uu cho sd dem vGi viée tang kha nang3 dai dign
hao tm} so véi phmm sal U ong s6 dem |

Phdt /ﬂzen dor bzen Zech boi /z/nem SC!( thé ,

Mcn uong s6 cac s do, tong so dﬂm s6 dém nho hon 150 bp, ty 1€ s 6 dém duge 1am
giau voi cfAl)N bao thai (s6 dém tlong khoang 80 va 150 bp/sé dém \’)SObp) va két hop sb
dem doan ngan hon v6i w le duge kiém tra vé 3 kha ning phan biét cac mau thé ba nhiém 21
vl thﬂ nguy n bo1 O nhlem s dc thé 21. Fig. ]? thé hién két qud cho n101 trong 36 cac sb do
nay. fong so (1’ em co gid tn mmg binh X}\ sb dem 11 ong, I\hl so dém n‘qo hon 150 bp c6 gid tri
truno bn h ‘ﬂ so dém. Tuy nhmn nhu c6 thé thay trén F19 4A va 4B, sb dém nho hon cho

i

thav su’t ich bwt tot bon gitta thé ba va nguyén béi co ban la vi sd do nay duge 1am gidu cho
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¢fADN bao thai. Chi riéng phén cling gan nhu hidu qua bing téng sé dém d¢é phan biét dot
bién 1éch boi (Fig.4C), nhung khi duge sir dung két hop v6i s6 dém doan ngén (Fig. 4D) cung
cép kha nang phan biét cai thién hon so véi chi riéng s6 dém doan ngin. Pidu nay cho thiy
rang ty 1& nay cung cAp thong tin doc lap ting cudng kha ndng phat hién thé ba nhiém 21. Khi
$0 V61 tién trinh cong viée phong thi nghiém CLIA hién thoi bang cach st dung qua trinh tao
thu vién vai khuéch dai PCR va trung binh cia 16M 56 dém/mau, tién trinh coéng vige giai
trinh tir dau bat cip, khong ding PCR thé hién hiéu suit trong duong véi 56 dém/mAu it hon
dang ks’é (Vi dg, 6 M s 0 dem/mau honc it horn) va ‘uen s mh cong viée chuan b1 mau d(m gian
1*Cm ngan hO’n

Tinh todn ty l¢ ADN hao thai | _ ‘

Bang céch si dunp céc két qua nhidm sic the X tr phu nit mang fhdl bé trai, cac gu tri
nhidm sée thée chhan hoa co the duoc sur dung de xac dinh uac ty 16 ADN bao thai cho so &ém
(tham lfhao Clm( ‘hcm) va dlmc S0 sanh v6i céc kich thuorc doan ¢fADN khéc nhau. Cacty 1€
ADN bao mdl suy ra tu nh1em od\.« thé X duge st dung de higu chmn ty le cho t ap hop gém
140 mau va ude tmh higu sult bano cach sur dunp 1\16‘1’1’1 ch img chéo bo ra mot Tlg ]3 thé lnen
cac GC[ qua cia du bao ty 18 ADN bao {hai duoe kiém chimg chéo va chung mmb fuong quan
gifra hai tap HOD du hen bleu thi ring céc woc tinh ty 16 ADN bao thai ¢6 ¢ thé thu duoc tr cde
mau bﬁ 1'3' bau gom cac kPT qua tir phu nir mang thai bé géi khi tap hop hiéu chinh duge do.

Inao luan _ | | ‘ | | -

Chuing mmn duoc 1ang dd nhay va do dac hleu phan tich cao aé phat hlen duf blen Iech
bo1 & bao th&l tix cU&DN t1ono huyet fuong cua npuori me ¢ 1h€- dat dutac vm qu3 mnh tao
thu vién khdng dunfr PCR kct hcrp voi giai trinb tur ADN c’hu bat C ap Dhlrong phap nay don
gian hoa tién trinh Cf)np viée, cai thién thm <712m quay vong (Tlg 8) va loax ‘wo mot 56 d lech
von co kh; c:ung phuom g phap PLR G1a1 trlnh tu dau bé t cap cho phf:p Xac dmh kich thudie
do dai uoan va ry k ADN bao tha1 c6 thé duge st dung sau nav dé téng curong phat hlen dot
bw I&ch bm & cac sb dem thé thip hon dmg ké so véi cac ph‘runo nhao thuong mai hién
dang d wge ﬂ\w nién. Higu st 1é" cta phuong én thyuc hl(‘*l dau bﬂt cap khong dung PCR co ve

twong tu véi céc phueng ph oh ap g gidi mnh tr mot ddu sa dung len den ba l4n s hé.
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Pon gian héa xu ly thu vién

Tién trinh cong viéc khong ding PCR ¢6 mét s6 vu diém véi phong thi nghiém 1am

sang. Boi vi higu suét cao va dic diém tuyén {inh cta qua trinh tgo thu vién, phém céc mau
chuin hoa dé giai trinh tu ¢6 thé duoc thre hién true tiép tir cac nong do thu vién mau riéng
1&. Do léch vén co trong khuéch dei PCR cia quy trinh tao thu vién do d6 dugc loai bo. MNgoai
ra, khéng can phai phan 14p cic bd didu chinh chét 16ng riéng cho cac hoat dong trude va sau
PCR, diéu nay 1am gidm ganh ning vé vén cho phong thi nghiém. T ién trinh cong viée duge
don gian hoa nay cho phép cac dot mau duge didu ché trong mot ca cta phong thi nghiém
1am sang, va sau do duoc giéi trinh t va phap tich qua dém. Cubi cting, chi phi vbn giam bét,
thot gia'n “thao féc tai ché" ‘giam bt va quay vong nhanh cho phép ¢co thé giam dén gk@ chi
pm va tinh manh mé tono thé cfxaNIPT. o o

Gidi {rmh fu dau bt cnp ' ) ;.

Vi mc giai tm\h tu dau bat cap uen he thong ch‘fSeq 300 co mot s6 uu dmm d’e dem cac
doan cfADN. Fruoc tién, vo1 cac ma vach c,hl so Lep céc mau co thu duo(, don kénh ¢ mic
cao cho phép chuan ho6a va hi¢u chinh bién (1‘01 chudi-chudi véi do tin cay thong ké cao. N goat

ra, boi vi 48 cac mau dugc dén kénh trén mm chum va luon0 can thiét trén cuvet dono h )

dé nhom cum b1 gi6i han, yéu cau dau vao o trén mai mdu duorc glam di dang k8, cho nhep tién
trmh con vide tao thu v1en khon g dung PCR dugc st dung Véi két qua cfADN dién hmh
,mp xi 5 ng mm mau, céc nha mohh,n ctru ¢6 thé nhan duge 2-3 chudi giai trich ty irén moi
mau mic di L:hong cod khuech dai PCR. Dibu nay trai nguoc voéi cae phuong phap khic doi
hoi lugng dau VAo huyet trong ding ké tir nhiéu dng m au dé tao ra du C[ADN daé xa'., dmh 46t
bién lech boi (REF). Cum cing, quy trinh giai trinh tu ddu bat cap cho phep vac dinh kich
thude doan ¢cfADN va lam giau phéan tich cho cfADN bao thai.

Phat inen dot bzen léch boi nhiém sdc tﬂé

Ket qua ctia chung t61 da cho thy Iang s6 dém céc doan cfADN ducn 150 bp cd fhé

”
A

phm biét t6t hon dot blen 1ed b01 tir cdc nhiém sic thc, nguyén b01 hon la ‘rono sO dem. Két
qua quan sal nay trai nguac Vi cac lkét quct ciia Fan et al a2 xudt rang do chm‘l éc cua thong
ké dém co the (’ﬂroc giam bot bang cach st dung cac doan ngan hon (Fan et al do giam sé
luong 56 dem cd san Phan ctia cac doan rat gon cling cung cAp mot 56 bigt hoa de phat hlen

thé ba 71 ﬂur 42 cap bai Yu et al , mac du c6 khoang dong nhé hon s6 dém. Tuy nhién, két
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hop céc két qua sé dém va phan trong viée tach céc mau thé ba 21 tr nguyén boi, va cho thiy
rang hai s6 do nay 1a cac phuong phép bd sung nhau dé bidu dién nhiém sic thé. Cac sé do
sinh hoc khéc, vi du metyl hoa, ciing c6 thé cung cAp thong tin truc giao 6 thé ting cuong ty
1& tin hiéu trén nhidu dé phat hién dot bién 1&ch boi.

Tinh todn ty 1é ADN bao thai

Céc phuong phap duge trinh bay & dy ude tinh ty 1¢ ADN bao thai trong mdi mau ma
khéng tao ra thém cong viée trong phong thi nghiém. V&i nhiu méu trén mdi cuvet dong
chay, xap xi mét nira s6 do la bé trai, ude tinh ty 1& ADN bao thai chlnh x4c 6 thé thu duge
cho tat ca cac 'nau bang cach hidu chuan phép do ty lc ADN bao thal tor thong tin kich thude
doan wn thong tirn dugce xac dinh tu cac mdu bé trai. F rong bbi canh thuong mai, thir nghiém
lam bdﬂ? ctia cdc nha nghién ctu da cho thay rang cac phuong phap ddm chuin st dung sb
lugng 16n céc thé mot dau di dan dén ty 16 Am gia rit thap ngay ca khi khéng c¢6 cac s6 do ty
1¢ ADN bao thai cu thé (REP). Vi g101 han twong tu cta phat hién dugc quan §dt tha.y o day,
mong doi dat dwoc hiéu suit xét nghiém twong duong. o

Két ludn

C ‘ht’mg minh duge ring do nhay va d6 dic hiu phﬁnbtic,h cao dé phét hién dot bién léch
b01 J bao thai tor VfAUN trong huyu tuong ciia nguoi me c6 thé d’at duoc vm vige tao tlm
vién khéng dung PCR 1(91 hcfp véi giai trinh tu: L\PN dau b'it cap. T] °n trinh cong vige da 'T(m
gian héa uay co 1h01 glan quay vong rit nhanh, ¢6 kha nang cho phép NIPT du'ao ‘thl;rc hién
VO’I chi phi 1han hon dang ké dé sir dung trong tap hop san khoa chung. Ngoai ra, cac k¥ thua‘r
g1a1 trinh tu dau oat cap cd Lha nang, do luorng cac luPn tu(mg sinh hoc khéc, cling ner cung
cAp cac ung dungr 1am sang khac. Vi du, t‘mng tin kich thude tir cac viung metyl hoa cu thé
cua bd gea h()dc cac dao CpG co the cung cap 56 do trure glaO khac 6@ téng cuong vi€e phat
hi¢n cac bién the 50 lwong ban sa0 trén bo gen.
Sanp me cé thP duge buc 10 o dang cu thé khéc ma khong nim n goa1 tinh than hodc céac dac
tinh cua no. C ic phuong an dum, mo ta phai ducc xem X¢t theo fit ca cac khia canh chi mang
tinh mmh boa va khon0 gi61 han. Pham vi cla sang ché, do d6, duoc bcc lo bing cde diém
yéu ciun bao ho kem theo chir khong phai la phdn mo ta trén dav Tat ca nhung thay d6i nim
‘t10r15r v nghia va khoqng tuong duong clia céc d1em yéu ciu bao ho duogc coi 1a nam trong

pha.m Vi cua chung.
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YEU CAUBAO HO
1. Phuong phép xac dinh bién thé s6 lrong ban sao (copy number variation - CNV) ctia
trinh tw axit nucleic quan tdm trong mAu thir nghiém chira cac doan axit nucleic ngoai t& bao
¢6 ngudn gdc tir hai hodc nhidu bd gen, phuong phép dugce thyc hién nhd st dung hé théng
may tinh bao gém mot hodc nhidu bo xut ly va by nhé hé théng, bao gém cac budc:

(a) nhén, bang hé théng may tinh, cac trinh tu doc thu dugce b'fmg cach giai trinh tu
doan axit nucleic ngoai té bao trong mau thir nghiém; -

(b) srftp théng, bodi mét hodc nhidu b xi ly, cac trinh tu doc ctia cac doan axit nucleic
ngoai té bao hodc sép thing cac doan chira cac trinh ty doc véi céc bin ctia bo gen tham chiéu
chira trinh trr quan tdm, nh& d6 tao ra cac thé trinh ty thir nghiém, trong 6 bo gen tham chiéu
duge chia thanh nhiéu bin;

(c) xac dinh céc kich thudce doan clia it nhat mot sd trong s6 céc doan axit nucleic
ngoai té bao c6 mat trong mau thir nghiém;

(d) ddivéi cac doan axit nucleic ngoai t& bao x4c dinh duoc 1a ndm trong domain kich
thude thit nhét, tinh, bdi mot hodc nhidu bd xit ly, cic d che phu thit nhat cla cic thé trinh
tw d6i véi cac bin cia bd gen tham chiéu béng cach, ddi véi mbi bin:

(i) xac dinh s6 lugng thé trinh tu sip thing v6i bin, va
(i) chudn hoa sb lugng cac thé trinh tu sap thing vé6i bin bang cach tinh dén
céc bién thién gifra cac bin do cac yéu t khac ngoai bién thé sb lwong ban sao; 7

(e) dbivéi cac doan axit nucleic ngoai té bao x4c dinh dugc 12 ndm trong domain kich
thuée thi hai, tinh, boi mét hodc nhidu bd xi ly, cac d9 che phu thir hai cta céc thé trinh tu
d6i v6i cac bin ctia bd gen tham chiéu b?mg cach, ddi véi mdi bin:

(i) xéc dinh sb lwong thé trinh tur sép théng véi bin, va

(i) chuan héa s lwgng cac thé trinh tw sép thing véi bin bing cach tinh dén
céc bién thién gifta cac bin do cac yéu t khac ngoai bién thé s lwong béan sao;
va

(f) xé4c dinh bién thé s6 lwong ban sao & trinh tu quan tdm nhd st dung ty s6 kha di
tinh dugc tir cc @6 che phii thir nhat va cic d6 che phu thir hai.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ty sé kha di duogc tinh tir tham sé thdng ké t cua
céc @6 che phil thir nhét va tham s6 théng ké t ctia cac d che phu tht hai, trong d6 tham s
théng ké t dugc tinh nho st dung cac d6 che phu cta céc bin & trinh tw quan tim va cac do

che phu cua céc bin trong trinh tir tham chiéu ddi véi trinh tyr quan tAm.
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3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 domain kich thude thir nhat bao gdm cac doan axit
nucleic ngoai t& bao ¢ gan nhur tit ca cac kich thude trong mau thir nghiém, va domain kich

thudc thi hai chi bao gdm cac doan axit nucleic ngoai té bao nho hon kich thude xac dinh.

4, Phuong phép theo diém 1, trong d6 domain kich thudc thir hai chi bac gdm céc doan

axit nucleic ngoai té bao nhé hon khoang 150 bp.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ty s6 kha di duwgc tinh 1a kha nang thir nhat ma mau

thr nghién 1a- mau léch boi so v6i kha ndng thir hai ma mau thir nghiém 1a mau nguyén boi.

6. Phuong phap theo diém 1, trong do ty s6 kha di dugc tinh tir mot hodc nhiéu gia tri cua
ty 16 ADN bao thai (fetal fraction) cung v6i cac do che phu thit nhat va cac do che phu th
hai. ' '

7. Phirong phap theo diém 6, trong d6 mot hofic nhicu gia trf cua ty 1¢ ADN bao thai bao
gom gia tri ty 1& ADN bao thai tinh duge nhd st dung thong tin vé kich thude cua céc doan

axit nucleic ngoai té bao. -

8. Phuong phéap theo diém 7, trong dé gié tri cia ty 1 ADN bao thai dugc tinh bang cach:
thu phén b tan suat cta kich thude cua cac doan axit nucleic ngoai t& bao; va
4p dung phan bd tin suét nay cho md hinh lién hé ty 1€ ADN bao thai vo1 tan suat

kich thudc doan dé thu duoc gid tri ty 16 ADN bao thai.

9. Phuong phap theo diém 6, trong d6 mot hode nhi€u gid tri cla ty 1€ ADN bao that bao
obm gia fri clia ty 16 ADN bao thai tinb dugc nho sir dung thong tin do che phu doi véi céac

bin cia b) gen tham chicu.

10.  Phuong phap theo diém 9, trong d6 gia tri cia ty 1€ ADN bao thai duge tinh bang cach:
4p dung céc gia tri d6 che pht ca nhiéu bin cho m& hinh lién hé ty 16 ADN bao that véi do
che phti cua bin dé thu duge gia tri ty 1¢ ADN bao thai.

11, Phuong phép theo diém 6, trong d6 mdt hodc nhiCu gid tri cua ty 1¢ ADN bao thai bac

gom gia tri ty 1§ ADN bap thai tinh dwoc nho st dung thong tin d6 che pha d6i vdi edc bin
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ctia nhieém sdc thé gidi tinh.

12.  Phuong phap theo diém 6, trong d6 ty sb kha di duge tinh tir ty 1& ADN bao thai, tham
) théng ké t cua cac doan ngén, va tham sd théng k& t cua tht ca cac doan, trong d6 cac doan
ngin la cac doan axit nucleic ngoai t& bao trong khoang kich thudc thi phét nhd hon kich
thude tidu chuln, va tat ca cac doan ndy 13 cac doan axit nucleic ngoai té bao bao gom cac

doan ngan va cac doan dai hon kich thudce tiéu chuan.

13. Phuong phap theo diém 12, trong d6 ty s6 kha di dugc tinh:
IR = 20f feoral q(f frotar) * P1(Tsnores Tau|f fest)
B Do Tsnore» Tau) -

trong d6 p1 twong trung cho kha ning ma dir 1idu dén tir phan bo chuan nhicu bicn biéu dien

mo hinh 3 ban sao hodc 1 ban sao, po twong trung cho kha nang ma-dir ligu-dén wir phan bo
chudn nhidu bién biéu dién mo hinh 2 ban sao, Tshort, Tan 13 cdc diem s6 T tinh duge tir 49
che pht nhiém sic the duge tao ra tir cac doan n gin va tat ca cac doan, va q(ffiorqr) 12 phéan

bb mat do cita ty 1& ADN bao thai.

14, Phuong phap theo diém 1, irong dé ty 56 kha di duge tinh cho thé don nhidm X, thé ba

nhiém X, thé ba nhiém 13, thé ba nhiém 18, hodc thé ba nhic¢m 21.

15.  Phwong phap theo diém 1, trong d6 chuén héa sb lwong cac thé trinh ty bao gém: chuin
hoa dbi v6i noi dung GC cta mAu thtr nghiém, chuén héa ddi véi bién dang séng toan phin
cha bién thién cua tap huan tuyén, va/hoic chuén hoa déi véi m{t hode nhiéu thanh phﬁn thu
duge tir phin tich thanh phén nguyén tac. -

16.  Phuong phap theo diénl 2, trong d6 ving tham chiéu dugc chon tir nhém 20m cé: tét
ca cac nhiém séc tbc khée manh, céc nhidm shc thé khoe manh khong bao gbém trinh tw quan
tAm, it nhat nhiém sic thé bén ngoai trinh tw quan tam, va tap con nhidm séc thé duoc chon
tir nhiém séc thé khoe manh, trong d6 nhiém séc thé khoe manh 14 cac nhidm sdc thé thuong
khong phai cac nhiém sac thé 13,18, va 21.

17. Phuong phap theo diém 16. trong 46 vung tham chidu bao gdra céc nhidm sic thé khoe

manh ma d3 duge x4c dinh 13 mang lai kha ndng do tin hi¢u 6t nhat cho tép mau huan fuyén.
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18.  Phuong phép theo diém 2, pliwong phap nay con bao gbdm budc tinh cac gia tri coa
tham 6 kich thude cho cac bin bing cach, dbi véi mdi bin:
(i) xac dinh gia tri ciia tham sb Iich thude tir cac kich thude cha cac doan axit
nucleic ngoai t& bao trong bin, va
(i) chuén héa gia tri ctia tham s kich thude bing cach tinh dén cic bién
thién gifta céc bin do cac yéu td khac ngoai bién thé s6 luong ban sao; va
x4c dinh tham s thong ké t dwa trén kich thudce cho trinh tu quan tdm nho s dung
cac gia tri cha tham sb kich thudce ctia cac bin & trinh tu quan tAm va cdc gia fri cua tham sd

kich thude cna cac bin trong ving tham chiéu cho trinh ty quan tAm.

19. Phuong phap 1heo diém 18 tro ong do ty sb kha dicua (ﬂ dugc tinh tir tham s théng ]

t thtr nhét, tham sd thongr két thu hdl va tham s 1hong két dlra trén kxch thude.

20.  Phuong phép theo diém 18, trong d6 ty s6 khia di cia (f) dugc tinh v tharn s6 thong ké
t dua trén kich !hl_,réic: va ty 16 ADN bao thai. | ‘ o o

N
A

21. Phwong phap theo diém 1, trong d6 phwong phép nay con bao gbm viée so sanh'ty 0

/\

iha d7 voi tieu chudn xac dinh bat thuong ban sao dé xac dinh bién thé s6 lugng ban sao &

trinh tu quan tam.

22.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao ¢dm viée thu nhiéu 1y

56 kha di va ép dung nhidu ty s6 kha di ndy vao ey quyét dinh de xac dinh truong hop boi

thé cho mAu thiy nghiém.,

23, Hé thdng ude lugng sO lugng ban sao clia trinh ty axit nucleic quan tam trong mau thr
nghig¢m, hé thong nay bao gém:.

J'4

b giéi trinh tir d€ nhan cac doan axit nucleu* ngoai té bao tr mau thit nghlem

va dua ra cac thong tin trinh tu axit nucleic cua mAu thir nghiém;
bé X l}’/; va

mat hoar nhiéu vat ghi doc duge bdng may tich cé co luu trilt cac [énh dé thue

*hy trén b xir Iy nay dé:

(a) nhén céac trinh ty doc thu dUQ'c' bang cach giai trinh tu doan axit
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nucleic ngoai té bao trong mAu thir nghiém;

(b) sép théng céc trinh tu doc cua cdc doan axit nucleic ngoai té bao
hodc sép thing cac doan chira cac trinh ty doc véi cac bin cua bd gen tham
chiéu chira trinh tu quan tAm, nhd d6 tao ra céc the trinh ty thi nghiém, trong
d6 bo gen tham chiéu duoc chia thanh nhiéu bin;

(c) xé4c dinh cac kich thudéc doan cua it nhat mét s6 trong sb cac doan
axit nucleic ngoai té bao c6 miit trong mau thir nghiém;

(d) ddivdi cac doan axit nucleic ngoai t& bao xé4c dinh duoc 1a nim trong
domain kich thude thir nhét, tinh cac do che phu thir nhat cta cac thé trinh tir
d6i véi cac bin ctia bd gen tham chiéu bang cach, d6i voi méi bin: -

(i) xac dinh s6 lwong thé trinh tu sé'ip thing véi bin, va

(i) chudn héa s6 luong cac thé trinh ty sép thang vdi bin nay
bing cach tinh dén cac bién thién giita cac bin do cic yéu t6 khac ngoai bién
thé s6 lwong ban sao;

(e) dbi véi céc doan axit nucleic ngoai 8 bao xac dinh duoc 1a nim
trong domain kich thudc thit hai, tinh cic d6 che phiithit hai cta céc thé trinh
fir @81 vdi cac bin cia bd gen tham chiéu bing céch, dbi véi mdi bin:

(i) xéac dinh s lugng thé trinh tu sap thang v&i bin, va

(i) chuén hoa sé luong céc thé trinh tw sap thang véi bin ndy
bing cach tinh dén cic bién thién gitta cdc bin do céc yéu 16 khac ngoai bién
thé sé-lu@ng ban sao; va

() xéc dinh bién thé sb luong ban sao ¢ trinh tu quan tdm nho str dung

ty s6 kha di tinh duge tir cac do che phu thu nhit va cac d6 che phu thir hai.
24.  Phuong phap x4c dinh bién thé s6 lwong ban sao (copy number variation - CNV) cua
trinh tw axit nucleic quan tim trong mau thir nghiém chtra cac doan axit nucleic ngoai t€ bao
¢6 ngudn gdc tir hai hodc nhidu bo gen, phuong phap bao gdm cac budc:

(a) nhén cac trinh tu doc thu dugc b@ing'cé‘ch gidi trinh ty doan axit aucleic ngoai 14
bao trong mau thir nghiém:

(b) sip thing cac trinh (v doe cta cdc dogn axit nucleic ngoai té bao hodc sap thing
céc doan chira cae trinh tu doc vai cée bin cua b9 gen'tham chiéu chita trinh tw quan tam, nho

d6 tao ra céc the trinh ty thir nghiém, trong d6 b gen tham chiéu dwge chia thanh nhicu bin;
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(c) xéc dinh cac kich thude doan cita cac doan axit nucleic ngoai té bao 6 trong mau
thir nghiém;

(d) tinh do che phu cta céc thé trinh tu dbi véi cac bin cua bé gen tham chiéu nho sir
dung céc the trinh tr cho cac doan axit nucleic ngoai té bao c6 cac kich thwée & domain kich
thudc thi nhat;

(e) tinh dd che phu cta céc thé trinh tyr ddi v6i céc bin cua bd gen tham chiéu nhd st
dung cac thé trinh ty cho cdc doan axit nucleic ngoai té bao c6 cac kich thudc ¢ domain kich
thudce the hai, trong d6 domain kich thude thi hai khac véi domain kich thude thix nhét;

(f) tinh cac dédc trung kich thudc @61, v6i cac bin ctia bd gen tham chiéu nhd sir dung
¢ée Ideh thude doan xdc dinh dugce 6 (¢); va

(2) xac dinh bién thé s6 lwong ban sao ¢ trinh ty quan tdm nho st dung d6 che phu

tinh duge o(d) va (e) va cac dic trung kich thudce tinh duge & ().
25.  Phuong phap theo diém 24, trong d6 (g) bao ¢dm viée tinh tham s6 théng ké t cho trinh

tu quan tam nhd st dung cac dac trung kich thude ctia cac bin ¢ trinh tur quan tam tinh dugc

o.(9).

26. " Phuong phép theo diém 2, trong d6 tham sb théng ké t duoc tinh nhur sa

Xy — X2
st 8%
Tig ny

trong d6
x11a d§ che phi bin ctia uinh ty quan tam,

x2 14 d6 che phu bin ciia vung tham chiéu,

A

g1 14 d6 1éch chudn cia céc do che phu cda cac bin ¢ trinh ty quan tdm,
s 14 d6 1éch chuan cua céc do che phii cua cac bin trong vung tham chiéu,

nylaso loong bin & trinh tr quan tAm, va
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1y 13 sO lwong bin trong ving tham chi€u.

27.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phip nay con bao gdm, truée buée (a),
budc:

tach chiét cac doan axit nucleic ngoai té bao trong mau thir nghiém tr mau huyét
tuong ciia phu nit mang thai, trong d6 cac doan axit nucleich ngoai t& bao trong mau thi
nghiém chira axit nucleic ¢ ngudn gbc tir bao thai va axit nucleic co ngudn goc tir ngudi

me; va
giai trinh tu cdc doan axit nucleic ngoai t¢ bao nay dé thu dugc cac doan doc frinh tir.

28, Phuong phap theo didm 27, irong d6 phuong phép nay con bao gém budc: xac dinh
riing bao thei bi bénh boi bat thudng di truyén lién quan dén bien the s6 lvong ban sao ¢ trinh

i quan tam. -

29.  Phuong phép theo diem 28, trong d6 phueng phap nay con bao gom budce ké don, bat
dau, va/hodc thay doi phéat do diéu tri, trong dé phat do didu tri duoc thiét ké dé diéu tri bat

thudng di truyén anh hwong dén bao thai.

30.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 phwong phdp nay con bao gdm, truée bude (a),
tach chiét cac ﬁoan axit nucleic goal té bao vtrong mAu thir o ghiénﬁ tir ¢4 thé, rong
dé cac ‘ddan axit nucleic ngoai té bao nay chira axit nucleic ¢6 nguon g tir cac té bao ung

thr; va

- giai trinh fi cdc doan axit nucleic ngoai t€ bao nay dé thu. duge cac doan doc trinh tu.

31, Phwong phép theo diém 30, trong d6 phuong phép nay con bao gom bude: xac dinh

A

ping cé thé nay bi'bénh bot bénh ung thu lién quan dén bicn the s6 hrong bén sao ¢ trinh tw

quan tam.

32, Phirong phap theo diém 31; phwong phép ndy cdn bao gom budc ké don, bit dau,

|
A A .

vi'hodc thay 461 phat €6 dicu tri, trong d6 phat 46 diéu tri dugce thiét ke de diu i benh ung

thw anh hwong dén cd the nay.
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33.  Phuong phép theo diém 30, trong d6 cac doan axit nucleic ngoai t& bao trong mau tha

nghiém nay dugc tach chiét tir mau huyét trong ctia ca the nay.

-206-



100 \

110\\

41317

1/33

Panh gia bién thé sé
lwong bén sao (CNV)
cua trinh tw

Thu cac mau dat yéu cau/huén
luyén chra axit nucleic

120

I

Trinh tw it nhat 13 phan axit nucleic
dinh tinh

130%

Xac dinh cac dd che pht cia thé

trinh tw dat y&u cau

145 ™

Nhan dang trinh tw chuan hoa dat

.HS"\\

Thu mau thir nghiém chira axit
nucleic

I

Trinh ty it nhat 1a phan axit nucleic
thir nghiém

yéu cau

146
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Xac dinh bién thé sb lwong
ban sao nh& str dung dd che
pht 1éch c&

Nhan cac trinh tw doc tlr cac doan axit nucleic ngoai t& bao trong mau
thlr nghiém

¢

Canh thépg c4c trinh tw doc v&i bd gen tham chiéu chiva trinh tw
quan tam dé tao ra cac thé trinh tw thir nghiém, trong dé bo gen tham
chiéu dwoc chia thanh nhiéu bin

¥

226-\\&

Xac dinh kich thwdc clia cac doan axit nucleic ngoai té bao ton tai
trong mau thir nghiém - '

228

i

Gan trong sb cho céc thé trinh ty thtr nghiém dwa trén kich thwdc cla
cac doan axit nucleic ngoai té bao

Tinh céc doan che phu cla céc bin dya trén céc thé dugc gan trong sd

Nhan dang bién thé sb lwgng ban sao trong trinh tw quan tam tir cac
dd che pht dwoc tinh

Fig.2B
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{  Xac dinh CNV nho st}

dung tham sb kich thwéc |

| doan voi hiéu chinh bién |

dang chung va hiéu |
chinh GC

202 \\

Nhan céc trinh tw doc tir cac doan axit nucleic ngoai t& bao trong mau thtr nghiém

204~\ é

Sap thdng céc trinh tw doc voi b gen tham chiéu chira trinh tw quan tam dé tao ra cac thé trinh tw
th&r nghiém, trong do6 bd gen tham chiéu dwoc chia thanh nhiéu bin

2‘()5’”\\ ‘ é

Xac dinh kich thudc cia cac doan axit nucleic ngoai té bao tén tai trong mau thir nghiém

TN §

Xac dinh, trong cac bin cia bd gen tham chiéu, bao gdm céc bin trong trinh tw quan tam cac gia tri
clia tham sb kich thude doan l&ch vé& phia dic trung kich thwdc doan ctia mét trong s6 cac bd gen

208~ é

Tao bién dang chung cua bin cla trinh tw quan tam, trong dé bién dang chung nay chlra cac gla tri
ky vong cla cac tham sb clia bin cla trinh ty quan tam va trong do gia tri ky vong cta tham sb nay
dwoc thu dwoc tir tap huén luyén cla céc mau huan luyén khéng bi anh hwdng

210 Y : é

Didu chinh céc gia tri tham sb nho st dung gia tri tham sb ky vong trong céc bin cua it nhat la trinh tw
quan tadm, nho do thu thu dwoc céc gia tri dwge hiéu chinh bién dang chung cta tham s6 kich thuwéc
doan cho trinh tir quan tdm

212~ %

Diéu chlnh cac gia tri tham sé nho st dung mdi lién quan gitka cdc mirc ndi dung GC va cac gia tri
tham sb ctia miu thtr nghiém, nhe d6 thu dwoc cac gia tri dwoc hiéu chinh GC cltia tham s kich
thwde doan cho trinh tw quan tadm

214 "\ *é'

Danh gia sb Iuong ban sao cula trinh tw quan tam trong mau thip ngh|em dwa trén céc gia tri dwoc
hiéu chinh bién dang chung ho&c dugc hiéu chinh GC clia tham s6 nay

Fig.2C
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81&\

Ap dung dt¥ liéu dd che pht clia mau thir nghiém cho md hinh nay dé
xéac dinh ty 16 ADN bao thai ctia mau thir nghiém

Fig.2G
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Fig.2H

-215-



i OO’L\\

41317

10/33

1oos\¥§
Xac dinh ty 1& AD‘N bao
thai nho st dung tan suét

8-mer

Thu cac mau huén luyéri co cfADN cta thai nhi trai

1004
3

Tinh céc ty 1& ADN bao thai clia cac mau huén luyén

!

Thu cac tan suét cia tat ca cac 8-mer co thé co cho mdi méu huén
luyén

1008,

v

Thu cac twong quan gidia ty 16 ADN bao thai va tan s6 8-mer cho moi
8-mer c6 thé co

101

j

Chon cac 8-mer c6 gia tri twong quan cao

i

Thu mé hinh tuyén tinh lién hé ty 18 ADN bao thai v&i tan suét 8-mer
nho str dung di¥ liéu cla céc bin dwoc chon cda cac mau huén luyén

“Ap dung d@ liéu do che pht ctia mau thir nghigrn vao mé hinh nay aé
xac dinh ty 18 ADN bao thai cia mau thir nghiém

Fig.2l

-216-




N

* D lidu giai

e
RN
[
]

4

trinh tu_i/

'\Tw‘“

% 1104
NG reaprans Tl
Chuyén doi & giai
da hop (néu ap
dung)
$ 1106
*/‘/
Canh thang
¥ 1110
Loc va chia bin chio
thé
% 1112
v
- Tinh tdng sb

41317

11/33

Nhanh 1 cho
dd che pht

Nhanh 1 cho dd che pht

1150

Nhanh 1 cho dé che phu

Nhanh 2 cho kich thwdc doan

hoac 8-mer

|
¥

Nhanh 2 cho kich
thwd'c doan hoac
8-mer

£’1124

— 1123

g
g
§

Chun hoa vi tri dugc chia bin dén gia

tri NES tong

1114
s

W

§

ﬁ

Loai bd séng chung: dac hiéu cuvet dong

chay/mé

1116

LS

be > 100 @9 A

£}

§

Hi&u chinh dbi véi mic GC

$ e

on w9 00 25 09 oRror

\

£y

|

1122
e

B6 loc mAu don

-

D @ B W R, W& R RS &

|
!

bao thai

Uaoc tinh ty 1& ADN

Nhanh 2 cho kich thuwée

doan hoac 8-mer

N\'.,

3 G 04 0 &0 X ©0 0N KO O o RO

I & 20 GEMES 8 EERE §

-217-

-~ Udc
<,

Udec tinh ty 16 ADN
bao thai

e

tinh ty 1& ADN bao

thai cudi cuing

,.-»*"’;?‘

Fig.2J



41317

12/33

A

ban sao trong mau thir nghiém

301 \
{

Tién trinh céng viéc danh gia sb lvong }

Tach chiét ADN khong c6 té bao tir méu ther nghiém

@,

Tao thw vién céc két qua doc dwoc méa héa bang ma vach cho mdi mau

¢

Giai trinh tu cac mAu dwoc ma héa ma vach nay theo kidu da hop dé thu duoc cic két qué doc
~ trinh tw

¥

Canh thdng cac ket qua doc tr méi mau voi bo'gen tham chiéu Gé thu dugc cac Vi tri khéng bi
loai trtr (NES), ma la céc thé trinh ty khdng sao ddi, dugc sap xép 6 rang

Chia cac NES duoc sp théng voi cac bin clia bd gen tham chiéu

v

Che céc bin cé dd bién thién cé tinh bién dbi cao nho str dung mét na trinh tw thu duoc tiv
nhidu mau khéng bi anh hwdng

v

kCh,uén hoa d6 che phl nher st dung do che phu ctia bo gen tham chidu

¥

Loai b bién dang chung trén khép bd gen knhdi do che phl duoc chuan hoa

v

Hiéu chinh @6 I&ch GC trong mau

v

[ON]
-
fonmmd
/

Thu gon .céc gia tri ngoai lai ctia d& che phu

T

Quy trinh kiém soat chéat lvong

wao»onno»:onaonocaogtnotunaomu-:oaaonua

Danh gia so Iuryng ban sao cla trinh tw quan tam trong méu t‘nly nghiém dya tren do che
' phl duwgc thu gon

k & 6 ® @ ®» 4 © ® & ° &4 © ® % 6 @ @& © ® e ® 4 e w @ 6 ® © S W 6 W & & 8 @

Fig.3A

_218_

E3

® 8 %

w



41317

13/33

-0

79 poy  per 0490
eoy uenyo giNl nyd ayd 0@

-219-

Be+7 8e+7

~
= N

+7 Be+7 Be+7 1e+8

7 4e

e+7 5e+7 Qe+l Ze+

3e+7 4

2e+7

Oe+0 1e+7

A
o

lem sacC

gen nh
thé 18

0

Vi tri

”
o

ilem sac

~
= R

>

gen nh
theé 13

0

Vi tri

Fig.3B



41317

14/33

; ReRCAS
RRNKEEIREE

zZo 0  TO v'0- 90"
©yuiyo ndiy 00np nyd sy oG

T g
RPNy A

#-oR -89 peoy o7 0480
eoy ugnyo nud 8uyo 0@

-220-

0 gen

Binhvib

) gen

Pinh vi b



G mau

>

Do che ph

41317

15133

D¢ che phu ky vong cla bién dang chung

Fig.3D

-221-



41317

16/33

3¢bi4 05 PIoot

‘ ¢ ‘ Lt
Ge o 0S80 - G0 - o0
$ o 4 13 . . 5

e
: : N
..................................................... . S
—
L L i s o o e o o e i 0 S b s e ()
,,,,,,,,,, . &
—_
e o A e . Lo

cezZvI1o | XXOVYor0zD | DA441LbasiH

340 0@

nyd

»

Y 200N

1o N

<

yu

-222-



41317

17133

4¢614
090

Mos va ronrnrone res e s o

.

pEEerio | XY Ovornen 5oL ASIH

L0

L'0

2'G

i

W

ayo Q0

id

UUIYD NdIY 200P N

¥ .

-223-



r

Phan bo so véi gc% sau

hﬁi

n

Y

&u chinh

N»
S -
o
N'\ -~
<Q

-224-




41317

19/33

: SRR
AR AN = N ¢

! f ] ]

70 €0 2o L0 .0 L'0- 20

B

RS

NN
RN IR :

AV Zo- vo 90
yuiyo ndiy 26np nyd auo 0@

-225-

Q gen

Pinh vib

bd gen

Binh v



(RN

P

2e+T

I
<

Fig.3l



41317

21133

re b4

go+ag L

goral 1

2U} oBs Wigiyu L} IA

LG+8G°Y AUra'y tag'y

LGray'e

ugreyl

ZLuD | 25028 | XYOVRLIEG

oL vL TV 0% 80

gl

0z

N teus BB a3 Yo3| G

1 ¢=

~

Buoa £

-227-



R

16

>

14

11

F e

90'L

00t
YDUBBI

-4

N

NRHnn
LR

3

2

RN
NN

N

g

S
NN
X

N

N
™

100

NCD QC

.
-
50

&

i
P

2

e dién hinh

acth

z

Ném s

N

Fig.3K



<

404

406™

408

41317

23/33

Thu mat na trinh tw

Cung cép cac doc b gen cla nhidéu mau huén luyén khong bi anh huéng

‘

S#p thdng cac trinh tw doc cta bé gen v&i bd gen tham chiéu chtra
trinh tw quan tam dé tao ra cac thé trinh tir thlr nghiém cho cac mau
huén luyén

Xé&c dinh, dbi véi mbi mau huén Iuyen gia tri cta tham sb cla cac thé

r inh tw huan luyén nam trong mo bin, b gen tham chiéu duoc chla
: thanh nhleu bin

Xac dinh gia tri tham s6 ky vong qua cac mau hudn luyén cho méi bin

i _

e

410 ‘\E Didu chinh gia tri tham so nh& & mdi bin cho méi mau huén Iuyen theo

a6 che pht ky vong & méi pin, nh& do thu duoc g:a tri tham s6 loai bd
bién dang chung cho m&i mau huén luyén

L

412 - ‘
' \ ‘Diéu chinh cac do che phu dwoc loai bo bién dang chung cua moéi mau

414

huén luyén dua trén méi quan hé gitka mirc noi dung GC va dé che

pht dwoc loai bd bién dang chung dé ¢o trong mdi mau huan luyén,

nho doé thu dwoe cac do che pht dwoc hlou chinh GC mau cua céac
thé trinh tw huan luyén cho mdi mau huén luyén

Tao mét na trinh tw bao gdm cac bin khéng dwec che va duoc che,
trong d&'mdi bin duwgc che c6 ddc tinh phan bd vwot gua nguéng che

Fig.4A
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