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Linh vuc k¥ thuat dugc dé cap

Séng ch€ dé cap dén linh vuc phuong phép va bang dinh kiu gen dé phat hién
alen, hé gen va hé phién ma trong hén hop clia hai c4 thé.
Tinh trang ky thuat cta siang ché

Céc phuong phép chdn dodn trudc khi sinh cht yéu nhim thu dugc cdc thong tin
di truyén cla thai hodc phoi thai. Cic phuong phdp chin doan di truyén trudc khi sinh
duoc st dung trong thuc tién lam sang chl y&u bao gébm cdc k§ thuat xam nhap nhu
choc 61, 1dy 1ong nhung mang dém va 18y mau thai hodc sinh thi€t mo. Cdc ky thuat
nay bao gém viéc thu miu tryc tiép tir thai hodc gidn ti€p tlr c4c cdu tric sinh duc nit.
Do tinh chit xam nhap cao clia cdc phuong phap nay nén dé gay bién ching cho ngudi
me hodc thai nhi. Vi du vé cdc bién ching c6 thé vién din trong trudng hop choc 6i 1a
nguy co nhiém tring, xudt huyét thai nhi-me v6i kha ning gay mién dich khéc loai,
mét dich 61 va dau bung. Céc nghién ctru khic da udc tinh nguy co sdy thai sau choc 6i
cao hon nhém doi chiing tir 0,06% dén 2,1% (Eddleman, Obstet Gynecol 2006 108(5):
1067-1072). Do dd, viéc choc 6i chi duge dé xudt d6i véi nhitng phu nit c6 nguy co c6
thai bi bién di di truyén dang ké vé€ mat 1am sang vugt qua nguy co sy thai do diéu tri,
va nhiéu bic s§ mudn chi ra nguy co theo kinh nghiém ctia ho (thudng 13 tir 1 trong
300 ca dén 1 trong 500 ca).

D€ han ch€ viéc st dung céc k§ thuat xam nhap chdn doén trudc khi sinh c6
nguy co gy ra cdc bi€n ching néu trén va thudng gay khé chiu vd/hodc cing thang cho
ngudi me, viéc phét trién cdc phuong phap khong xam nhap van 12 muc dich chinh cla
san khoa hién dai.

Cu thé, cdc t€ bao thai nhi tudn hoan trong mdu ngudi me tao nén ngudn vat
chat di truyén c6 kha nang duge st dung dé chdn dodn di truyén trudc khi sinh
(Bianchi, Br J Haematol 19.99 105: 574-583; Fisk, Curr Opin Obstet Gynecol 1998 10:
81-83). Trong su6t qua trinh thai nghén, céc loai t& bao khdc nhau c¢6 nguén gdc tir thai
nhi s€ di qua nhau thai va tudn hoan trong mdu ngudi me (Bianchi, Br J Haematol 1999
105: 574-583). C4c loai t€ bao nay bao gom t& bao lympho va t&€ bao hdng cau, tién tiy
bao va nguyén bao biéu mo dinh dudng (16p Langhans va hop bio).

Cac phuong phdp phan tich hé gen clia t€ bao thai nhi tuin hoan trong mdu

ngudi me véi muc dich chdn dodn trude khi sinh da duge mo t4, song ching véan rét han
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ch€ vé do nhay va tinh dic hiéu chdn dodn (Di Naro et al., Mol Hum Reprod 2000 6:
571-574; Watanabe et ah, Hum Genet 1998 102: 61 1 -615; Takabayashi et al., Prenat
Diagn 1995 15: 74-77; Sekizawa et al., Hum Genet 1998 102: 393-396). Uu diém cta
viéc phét trién phuong phdp chdn doén truéc khi sinh, khong xam nhap 1a kha ning sir
dung phuong phdp nay d€ lam gidm s6 lugng phuong phap chén dodn xam nhap duoc
thuc hién & cdc phu nit mang thai cho két qua cudi cing am tinh. Vi dy, trong trudng
hop thé ba nhiém sic thé 21, chi€ém ty 1&é mot trong 700 phu nit, viec chdn dodn trudc
khi sinh hién dugc d€ xuét & Phdp chi khi ngudi me nay & tudi 38, trong khi xét nghiém
phan tich sinh héa c6 kha nang phat hién 60% trong s6 cdc ca mic hoi ching thé ba
nhiém séc thé 21 d6i v6i 5% gid tri choc 6i lai dugc dé xuat d6i véi cac phu nit tré. Tuy
nhién, 40% trong s6 cdc ca mac hoi ching thé ba nhiém sic thé 21 khong phat hién
dugc bang cdc xét nghiém hién cé. Viéc phat hién thé ba nhiém sic thé 21 truée khi
sinh & t€ bao thai nhi phan lap dugc tir huyét tuong ngudi me bing k§ thuat FISH da
dugc mo ta. Phuong phdp nay rét thd vi, song do t&€ bao thai nhi rdt hi€ém trong huyét
tuong (tir 1 trong 500 trudng hop dén 1 trong 2000 trudng hgp) va thudng bao gém t&
bao chét theo chuong trinh, viéc chén dodn thich hgp cén phai tién hanh véi s6 luong t&
bao rat 16n, khi€n né khong kha thi. Ngoai ra, cdc t€ bao thai nhi thé boi chinh khong
thé xdc nhan duoc bing phuong phép nay.

Mot han ché cia cac phuong phdp nay xudt phat tix thuc t€ ring t&€ bao thai nhi
tudn hoan trong mau cé mat v6i néng do rat thap. Cdc nghién citu trén co s& phat hién
bang PCR nhiém séc thé Y trong cdc miu mdu ma khong chon trudc da cho phép xic
dinh dugc so lugng t€ bao thai nhi trung binh 13 khodng mot t€ bao lympho thai nhi/ml
mdu (Bianchi, J Perinat Med 1998 26: 175-85). Méi day, s6 luong t&€ bao thai nhi trung
binh da dugc stra lai tang 1én do céc k¥ thuat 1am giau cai thién thu dugc nhiéu t€ bao
hon. Mot nghién citu méi day phét hién dugc gia tri trung binh 1a 37 t&€ bao lympho thai
nhi/ml mdu (Huang, Prenatal Diagnosis 2008 28: 892-899).

Cong bo don quoc t&€ s6 W0O2005/023091 mo ta phuong phdp phdt hién axit
nucleic trong mau sinh hoc bang cdch két hgp phén ting kéo dai bazo va phan tich do
phé khéi.

Cong bS don quéc t& s6 W02007147079 mo ti hé thong, thiét bi va phuong
phép phat hién su c6 mat clia cic t&€ bao thai nhi dugc két hop v6i mot quin thé t& bao
me ma bao gom dénh ddu cic ving cia ADN hé gen trong méi t€ bao trong miu két
hop béng céc chét danh ddu khdc nhau trong d6 méi chét danh dau 1 dac hiéu v6i méi
t€ bao va xdc dinh cdc ving ddnh ddu cia ADN hé gen tir méi t€ bao trong miu hén
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hop. Mot nhuge diém ciia phuong phdp nay 1a khong thu duge toan bo hé gen bao thai
khong bi bién d6i da dugc khuéch dai.

Do d6, can c6 cac phuong phdp va cong cu cai thién dé phat hién alen thai nhi
va céc bién di di truyén thai nhi.
Ban chat k¥ thuat cia sang ché

Theo khia canh thit nhat, sing ch&€ d¢ xuét phuong phdp phét hién yé&u t6 nhan
dang thai nhi trén co s& t€ bao, bao gobm cédc budc: chia miu mdu ngudi me chita hdn
hop t€ bao thai nhi va ngudi me thanh cidc méu nhd; ti€n hanh khuéch dai toan hé gen
trén it nhdt mot mau nhd chita mot t€ bao dé tao ra san phdm khuéch dai, trong d6 s6
ban sao nhiém séc thé tir miu dugc bdo toan trong miu nhod sau khi khuéch dai toan hé
gen d€ san phdm khuéch dai thu dugc 1a hé gen hodc hé phién mi clia t& bao ngudi me
hoic t& bao thai nhi, chia san phdm khuéch dai thanh cdc phan miu, sang loc hoac dinh
ki€u gen phdn miu vé su ¢6 mat cla y&u t6 nhan dang thai nhi, trong d6 budc sang loc
hodc dinh ki€u gen ndy bao gébm: tao bAng SNP dé x4c dinh su c6 mat ciia alen khong
phéi clia ngudi me trong mau hén hop, trong d6 bang SNP bao gém it nhat mot bang
dac hiéu nhiém sic thé ddi ching chita cic SNP nam trén nhiém sic thé ma khong dé
bi thé boi khong chinh va bang dic hiéu nhiém sic thé trén nhiém sic thé ma dé bj thé
boi khong chinh, xac dinh vat chat di truyén ciia t€ bao ngudi me 1a déng hop tir hay di
hop tir & nhém locut dich trong bang SNP nay dé xdc dinh kiéu gen ngudi me, chon loc
locut thir nghiém tir locut dich, trong d6 budc chon loc locut thir nghiém nay bao gém
sang loc mau chia hén hop axit nucleic ngudi me va thai nhi doi vé6i kiéu gen khéc
kiu gen ngudi me & locut dich va chon loc locut dich c6 kiéu gen khong phai cia
ngudi me trong mau chita hdon hop axit nucleic ngudi me va thai nhi 1am locut thit
nghiém, sang loc hodc dinh kiéu gen phan méu d6i véi kiéu gen khéc kiéu gen nguoi
me & locut thir nghiém, trong d6 su c6 mat cua ki€u gen nay khdc kiéu gen ngudi me
chiing to6 su c6 mat clia alen ngudi bd mang thong tin trong sdn phdm khuéch dai va
xédc dinh sy c6 mat clia it nhit mot yéu t6 nhan dang thai nhi tir t€ bao thai nhi trong
phin mau tir it nhdt mot miu nho, trong d6 budc xdc dinh sy ¢6 mit cha it nhit mot
y€u t0 nhan dang thai nhi bao gom xac dinh alen ngudi b6 mang thong tin trong it nhét

mot phan mau hodc mau nho.
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Mo ta chi tiét sang ché

Sang ch& dé cap dén phuong phip va bang dinh kiéu gen dé phat hién alen thai
nhi (tic 1a alen khong phdi clia ngudi me/alen ngudi b6 mang thong tin) va bién di di
truyén thai nhi.

Phuong phdp theo sdng ch€ cho phép phét hién alen thai nhi va cdc bién di di
truyén thai nhi bat k& gidi tinh cda thai nhi va khong cén trinh ty axit nucleic ngudi bé
dé€ 1am mAiu so sanh. Bing cdch phan biét t€ bao thai nhi véi t& bao ngudi me, t6t hon 1a
trén co s& tng t€ bao, phuong phéap theo sdng ché khic phuc dugc cic han ché tai
nguyén do lugng du thira thap cua t€ bao thai nhi trong mau ngudi me va ddm bao tinh
toan ven cua hé gen hodc hé phién ma cla thai nhi cho viéc phan tich & pham vi rong
hon so v6i cadc phuong phdp hién c6. Ngoai ra, bang cach phan biét t€ bao thai nhi trén
co s ting t&€ bao, sing ch€ cho phép phdt hién hién tugng kham va tré sinh doi hai hop
tir.

Theo phwong 4n dugc uu tién, miu ngudi me duge dinh kiéu gen dé xdc dinh
cdc locut dich dong hop ti, tiép theo chiing dugc dinh kiéu gen dé phat hién su c6 mat
cua cdc locut di hop tlr ctia thai nhi trong miu chia t&€ bao thai nhi. Ngudi c6 hiéu bist
trung binh trong linh vuc nay hiéu ring miu ngudi me cling c6 thé duoc dinh kiéu gen
dé xdc dinh céc locut dich di hop ti, ti€p theo ching dugc dinh ki€u gen dé phat hién
st c6 mat cua cic locut dong hgp tir clia thai nhi trong miu chita t& bao thai nhi. Hon
hop t&€ bao nguoi me va t& bao thai nhi dugc thu va 1am gidu dé tao ra mau gidu t€ bao
thai nhi hon so véi t&€ bao nguoi me. Ti€p theo, chia miu da lam gidu thanh cic miu
nho sao cho t6t hon 1a méi mu nho chi chita mot t& bao. Ti€p theo, khuéch dai mbi
mau nho nay dé tao ra san phdm khuéch dai twong tng véi mbi miu nhd, tao diéu kién
ti€p can cdc hé gen tuong ting véi cdc t& bao. Tiép theo, chia sin phdm khuéch dai
thanh cdc phin méu. Sau d6, sang loc riéng 1& cdc phdn miu nay vé alen khong phai
clia nguoi me § it nhit mot locut xdc dinh dugc trude d6 12 di hop tir & miu ngudi me,
v6i viéc 1an luot phat hién kiéu gen di hop tlt hodc dong hop ti, chi ra su c6 mit cia
alen khong phai cia ngudi me trong phan miu, va do d6 hé gen hoic hé phién ma cia
thai nhi. Viéc phat hién kiéu gen di hop tir ¢6 thé dat dugc bing cich sang loc alen
khong phai ctia ngudi me chi & locut dugc chon. Ti€p theo, phan tich thém d6i véi cdc
phin miu khong sang loc tuong tng dé phat hién bién di di truyén thai nhi, véi it nhat
mot phian mau chia hé gen hodc hé phién ma hoan toan clia thai nhi.

Ngoai ra, miu ngudi me dugc dinh kiéu gen, hén hop t&€ bao ngudi me va t& bao
thai nhi dugc thu, va mau nay duoc 1am giau t€ bao thai nhi va chia thanh cdc miu nho
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nhu dugec mo ta trén day. Bang gém it nhdt mot locut dich ma & d6 miu ngudi me 12
dong hop ti s€ duge chon dé sang loc va dinh kiéu gen cic miu nhd. M6i miu nhd
dugc sang loc hodc dinh kiéu gen mot cdch riéng 1& & it nhit mot trong s cac locut
nay, v6i viéc phat hién lai ki€u gen di hgp tir chi ra sy c6 mit ctia alen khong phai cla
ngudi me trong miu nhod. Tiép theo, ti€n hanh phan tich ty 1¢ alen & cdc miu nhod di
hop tlr € phdt hién bién di s6 ban sao ctia thai nhi.

Nhu dugc sit dung & day, axit nucleic c6 nghia 1a axit deoxyribonucleic (vi du,
ADN, ADN ty thé, ADN hé gen hoic ADN b8 trg), axit ribonucleic (vi du, ARN hoic
ARN thong tin), hodc bién thé khdc clia cdc axit nucleic da biét trong linh vuc k¥ thuat
nay.

Nhu dugc sit dung & day, locut dich c¢6 nghia 1a locut hé gen hoic locut hé phién
md ma & d6 mau chita vat chat di truyén ngudi me c6 kiéu gen phét hién duoc. Khi ¢
nhiéu hon mot locut dich, locut dich bao gém tdt ca cdc locut déng hop tir, t4t ca cic
locut di hgp tir hodc hon hop céc locut déng hop tlt va di hop tir. Bang locut dich ciing
c6 thé bao gbm tat ca cic locut dong hop i, tdt c4 cac locut di hop tir hoic hén hop céc
locut dong hop tir va di hop ti.

Nhu dugc st dung & day, locut thir nghiém c¢6 nghia 1a locut dich dugc chon dé
ti€p tuc dinh kiéu gen trong mau chita vat chét di truyén thai nhi.

Nhu dugc st dung & day, y&u t6 nhan dang thai nhi chi y&u t6 chi thi bat ky chi
ra mau hodc phin mau c6 nguén goc thai nhi. Yéu t6 nhan dang thai nhi c6 thé bao
gbm bién di di truyén bat ky hodc thong tin khdc. Mot vi du vé yéu t6 nhan dang thai
nhi la alen thai nhi. Nhu dugc st dung & day, alen thai nhi chi alen ngudi b cé kha
nang nhén dang nguon di truyén 1a thai nhi. Alen ngudi bé 1 alen bat ky c6 mit trong
mau bé. Tuy nhién, nhu dugc sir dung & day, alen ngudi b6 mang thong tin 1 alen bat
ky tuong duong vdi alen khong phéi clia nguodi me (nhu duge st dung & day) hoic alen
thai nhi (nhu dugc st dung & day).

Nhu dugc st dung & day, bién di di truyén c6 nghia Ia bién di bat ky vé trinh tu
axit nucleic. Cdc bién di di truyén c6 thé nim trong khoang tr bién di cap bazo duy
nhét dén bién di nhiém sic thé, hodc bién di khic bat ky da biét trong linh vuc ndy.
Bién di di truyén c6 thé 1a doan 1ap trinh ty don, doan 1ap néi tiép ngén, hién tuong da
hinh nucleotit don, hodn vi, ddo doan, mat doan, nhan doi, hodc cic bién di s6 ban sao
khic bat ky. Bién di nhiém séc thé 1a tinh bét thudng & nhiém sic thé. Vi du, bién di
nhiém sic thé c6 thé 1a thé boi khong chinh, déo doan, hodn vi, mét doan hodc nhan
doi. Bién di di truyén ciing c6 thé 12 dang kham. Vi du, bién di di truyén c6 thé lién
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quan dén cdc trang thdi di truyén hodc yéu t6 nguy co ddi véi trang thdi di truyén (vi
du, ching xo nang, bénh Tay-Sachs, bénh Huntington, bénh Alzheimer va céc bénh
ung thu khac nhau). Bién di di truyén ciing c6 thé bao gém dot bién bt ky, tinh bat
thudong & nhiém sic thé, hodc bién di khic dugc mo ta trong céc tai liéu wu tién (vi du,
thé boi khong chinh, vi mét doan hodc vi nhan doi) dugc néu trén day. Bién di di truyén
c6 thé c6 tac dung duong tinh, Am tinh ho#c trung tinh di véi kiéu hinh. Vi du, bién di
nhiém sic thé c6 thé bao goém céc bién di c6 lgi, c6 hai hodc trung tinh. Bién di di
truyén 12 yé&u td nguy co d6i véi bénh hodc rdi loan. Bién di di truyén cé thé ma héa
tinh trang kiéu hinh mong muén.

Thu mau (vi du, bao gédm hén hgp t€ bao ngudi me va t€ bao thai nhi)

Mau nguoi me, mau hén hop t&€ bao ngudi me va t€ bao thai nhi va miu hén hop
céc axit nucleic vo bao ctia ngudi me va thai nhi ¢6 thé dugc thu tir mdu. Khoang 20 -
40mL méu dugc 14y tir ngudi me mang thai. C6 thé 14y mau & thoi diém bat ky & giai
doan mang thai. Vi du, c6 thé 18y mau & ba thang dau. Theo cdc phuong 4n khic, cé
thé 18y mdu & ba thang thit hai. Theo phuong 4n dugc wu tién, c6 thé 18y mau & 10-18
tudn tudi thai. Tuy nhién, c6 thé 14y mau sém & giai doan mang thai hodc sau 18 tuin
tudi thai. Thoi gian 14y mdu c6 thé thay déi tlly theo thong tin c6 dugc hodc cic tiéu
chudn cham séc trude sinh. Ciing c6 thé 14y miu mau & thoi diém bat ky trong ngay.
Theo mot s6 phuong dn, mau duge 14y vao budi sdng. Theo cdc phuong 4n khic, mdu
duoc 14y vao buéi chiéu. _

C6 thé 14y mdu tir ving thich hop bét ky clia co thé, ké ca tay, chan, hoic qua
ong thong tinh mach trung tim. Theo mot s6 phuong 4n, mdu duogc 14y sau khi diéu tri
hodc hoat dong. Vi du, c6 thé 14y mdu sau khi tham khdm khung chau. Thoi gian 14y
mau ciing c6 thé dugc két hop dé gia tang s6 t€ bao thai nhi c6 mat trong mau. Vi du,
c6 thé 18y mau sau khi tap luyén hoac diéu tri dé kich thich gidn mach.

C6 thé két hop méu véi cdc thanh phan khéc sau khi 14y mau dé bio quéan hoic
diéu ch€ mau diing cho cic k¥ thuat ti€p theo. Mdu dugc xit 1y bing chét chéng ngung
két, c6 dinh t€ bao, hoac bao quan ADN hodc ARN sau khi 14y méu. Theo phuong 4n
duoc wu tién, mau dugc 14y bang cach tiém tinh mach béng céch sit dung 6ng 14y méu
chan khong chita chat chong ngung k&t nhu EDTA hoac heparin. Méu ciing c6 thé
duoc 14y bang ong tiém da pht heparin va kim tiém duéi da. Cling c6 thé két hop mau
vOi cdc thanh phédn hitu ich cho viéc nuoi cély t€ bao. Vi du, két hop mau véi moi

truong nudi cdy t€ bao hoac moi trudng nuodi cdy t€ bao bé sung (vi du, cdc xytokin).
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Mau nguoi me ciing c¢6 thé thu duge tir cdc ngudn khdc di biét trong linh vuc
nay, bao gém huyét thanh, huyét tuong, nudc tiéu, gac thdm méiu ¢ tir cung, nudc mat,
nudc bot, gac thaim mau trong khoang miéng, da, hodc cdc mo6 khdc. Mau chita hén
hop t€ bao ngudi me va t&€ bao thai nhi va miu chita hén hop cic axit nucleic vo bao
clia ngudi me va thai nhi ciing c¢6 thé thu dugc tir cdc nguén khac d biét trong linh vuc
nay, bao gom huyét thanh, huyét tuong, nudc tiéu, gac thdm méiu cé tir cung, nudc rira
cd tir cung, nudc rita tir cung, dich choc hiit tdi ciing, hach bach huyét, hoic tiy xuong.
Vi du, nguén miu chita hén hgp cic axit nucleic vo bao clia ngudi me va thai nhi 1a
gac thdm mau c6 tir cung. Theo phuong 4n dugc uu tién, cdc axit nucleic vo bao ca
thai nhi bao gébm ADN. Theo phuong 4n khac, cic axit nucleic vo bio cia thai nhi bao
goém ARN hoédc ADN b tro.

Lam giau t&€ bao thai nhi

DE giai quyét van dé lugng du thap clia t& bio thai nhi trong méu chia hén hop
t€ bao ngudi me va t€ bao thai nhi, c6 thé 1am gidu t€ bao thai nhi trong miu ndy. Do
hong céu bi khuyét nhan khi truéng thanh, song lai c6 nhan khi chua trudng thanh, cic
dac tinh nay c6 thé dugc sir dung dé biét héa hong cdu ngudi me va héng cdu thai nhi
trong miu. C6 thé 1am giau & bao thai nhi trong mau thong qua viéc chon loc duong
tinh, chon loc am tinh hodc két hop chon loc duong tinh va 4m tinh. Theo mot s6
phuong dn, t€ bao thai nhi dugc gom lai truc ti€p. Theo cdc phuong 4n khéc, t& bao
nguoi me dugc gom lai va thu t€ bao thai nhi tit mau con lai.

C6 thé 1am giau t€ bao thai nhi trong mau trén co s& cic khéc biét vé dac tinh
vat ly clia & bao. Vi du, c6 thé 1am giau t& bao thai nhi trong miu trén co s& ty trong,
cdu triic mang € bao hodc hinh thi hoc. Theo mot s6 phuong 4n trén co s& ty trong,
gradien ty trong nhu FICOLL™ (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ),
PERCOLL™ (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ), iodixanol (Axis Shield,
Oslo, Norway), NYCODENZd (Axis Shield, Oslo, Norway), hodc sucroza dugc si
dung. Theo mot s6 phwong 4n trén co s& cdu tric mang t& bao, chit phan tng tan bao
dugc sl dung (vi du, amoni clorua). Theo mot s6 phuong dn trén co s& hinh théi hoc, sir
dung k§ thuat phan tich t€ bao dong chay hoic bo loc. C6 thé 1am giau t& bio thai nhi
trong mau trén co s& cic dac tinh vat Iy khdc da biét trong Iinh vuc nay. Vi du, ¢6 thé
lam giau t€ bao thai nhi trong mAu trén co s cdc dic tinh dién moi hodc tir tinh. C6 thé

‘1am gidu t€ bao thai nhi trong miu bang cdch thu thy xuong.

C6 thé 1am gidu t€ bao thai nhi trong mau trén co s& céc khéc biét vé dac tinh

sinh héa clia t& bao. Vi du, c6 thé 1am giau t&€ bao thai nhi trong méu trén co s& cic
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khéc biét vé khang nguyén, axit nucleic, chuyén héa, biéu hién gen hoic biéu sinh.
Theo mot s6 phuong dn trén co s& khic biét khang nguyén, sit dung hat tir tinh hoic
thuan tit lién hop véi khéng thé trong gradien t trudng hoc khang thé danh d&u huynh
quang v6i phép do k¥ thuat phan tich t&€ bao dong chay. Theo mot s6 phuong 4n trén co
s& khdc biét axit nucleic, sir dung ky thuat phan tich t€ bao dong chdy. Theo mot s&
phuong 4n trén co s& khéc biét chuyén héa, st dung sy hap thu/thai loai thuSc nhuom
do dugc bang k¥ thuat phan tich t& bao dong chdy hoac k¥ thuat phan loai khdc. Theo
mot s6 phuong 4n trén co s biéu hién gen, st dung nudi ciy t& bio véi xytokin. Theo
mot s6 phuong 4n trén co s& khdc biét biéu sinh, sit dung nudi cay t& bao. Ciing cé thé
lam giau t€ bao thai nhi trong miu trén co s& cdc dic tinh sinh héa khac di biét trong
linh vuc nay. Vi du, c6 thé 1am gidu & bao thai nhi trong miu trén co s& do pH hoic
tinh di dong. Ngoai ra, theo mét s6 phuong 4n, st dung nhiéu hon mot phuong phap dé
lam giau t&€ bao thai nhi.

Theo mot s6 phuong dn, lam giau t€ bao thai nhi trong miu bing céch loai bd
hong ciu thong qua viéc sir dung chat phén tng tan bao nhu amoni clorua hoic bang
cich tidch bang gradien ty trong FICOLL™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
PERCOLL™ (GE Healthcare Life Sciences Piscataway, NJ), hodc sucroza. Ciing c6
thé st dung gradien ty trong dé 1am gidm phan doan bach cdu. T€ bao don nhan mau
ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell ("PBMC") ciing c6 thé duoc 1am giau t&
bao thai nhi bang k§ thuat tich hat tir tinh ti cdc hang san xudt nhu Miltenyi Biotec
(Gladbach, Germany), Stemcell Technologies (Vancouver, BC, Canada) va Dynal
Biotech/Invitrogen (Carlsbad, CA). C6 thé sir dung phép lam gidu dwong tinh hoic
phép lam suy kiét am tinh hodc két hop hai phuong phép nay dé lam giau phan doan
thai nhi & PBMC.

Miéc di hién chua biét dugc cic chét ddnh ddu bé mat dac hiéu thai nhi, song c6
mot s6 chat danh ddu da dugc ching minh 12 1am giau dwong tinh t€ bao thai nhi téi 1
t€ bao thai nhi trong 1000 dén 100000 t& bao ngudi me. Theo mot s6 phuong 4n, cic
chét ddnh dau bé mat t&€ bao CD71, CD34, CD45 hodc CD235a dugc sit dung dé lam
giau t€ bao thai nhi. Theo mot s6 phuong 4n, cdc chét dinh ddu bé mat t& bao khong
duoc tim thdy trén quén thé t&€ bao thai nhi s& dugc sir dung dé 1am giau am tinh t& bao
thai nhi bang cdch l1am suy kiét qudn thé € bao trudng thanh. Theo mot s6 phuong 4n,
h6n hop CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD56, CD123 va CD61 duoc
st dung d€ 1am suy kiét t& bao trudng thanh. Ciing c6 thé st dung phép phan loai bing
k§ thuét phan tich t&€ bao dong chay d€ tiép tuc lam gidu t€ bao thai nhi bing cich sir
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dung cdc chit danh dau bé mat t€ bao hodc chat ddnh ddu noi bao lién hop véi chat
dénh dau huynh quang. Chét dinh d&u noi bao c6 thé bao gom thuéc nhudom nhan hoic
khang thé khing protein noi bao duge wu tién biéu hién & t& bio thai nhi (vi du,
hemoglobin thai nhi).

Viéc oxy héa hemoglobin da dugc xdc nhan 12 mot cdch dé 1am gidu vu tién
hong cdu c6 nhan (nucleated red blood cell: NRBC) bing cdch sir dung gradien tir
truong (Zborowski, Biophys J 2003 84(4): 2638 - 2645). Ngoai ra, céc thiét bi vi 16ng
da dugc phit trién d€ tao diéu kién thuan 1¢i cho viéc tich hong ciu ra khdi bach cu
hodc lam giau t€ bao thai nhi tt PBMC (Huang, Prenatal Diagnosis 2008 28: 892-899).

Theo mot s6 phuong 4n, miu duge 1am giau t€ bao thai nhi bing cach cho t& bao
thai nhi sinh san biét héa vuot qui t€ bao ngudi me trong méi trudng nudi cdy. Viéc
sinh sén biét héa c6 thé thuc hién dugc bing mot s6 phuong phap bat ky da biét trong
Iinh vyc nay, bao gom phuong phdp u t€ bao tir miu mau ngudi me chita t& bio CD34+
c6 ngudn goc ca ngudi me 14n thai nhi véi sy c6 mit chia yéu t6 t& bao géc (Stem Cell
Factor: SCF) trong mai trudng khong chita huyét thanh nhu duge mo ta trong cong bo
don quoc t& s6 WO 2008/048931.

Theo mot s6 phuong 4n, t&€ bao thai nhi trong hdn hgp t€ bao ngudi me va t&€ bao
thai nhi dugc lam giau t6i ty 1¢ 1 trong 2, 1 trong 5, 1 trong 10, 1 trong 100, 1 trong
1000, 1 trong 10000, hodc 1 trong 100000 t&€ bao thai nhi:ngudi me, hoic khodng duogc
xédc dinh bang hai tri s6 bat ky trong s6 c4c tri s6 ding trudc.

Chia thanh miu nhd

TruGe khi khuéch dai miu nhé (t6t hon 1a bang cich st dung phép khuéch dai
toan h¢ gen (whole genome amplification: WGA) hoac khuéch dai toan hé phién ma
(whole transcriptome amplification: WTA)), viéc sang loc hodc dinh kiéu gen d6i véi
cdc locut dong hop tir hodc di hogp tilt, c¢6 thé chia miu thanh cdc mau nhd véi s6 t€ bao
di it d€ s6 ban sao nhiém sic thé ti cic mau duge bio tén trong cic miu nhd ngay ca
sau khi khué€ch dai mau nhé (vi du, WGA hoidc WTA). C6 thé chia mau thanh cdc miu
nho theo phan. phdi Poisson hoac phan phdi Non-Poisson. Theo mot s& phuong 4n, cic
mau duoc chia lién ti€p. Vi du, c6 thé chia miu theo loat. Theo cic phuong 4n khéc,
chia mau theo day.

Theo mot s6 phuong 4n, chia mau thanh cdc miu nho c6 thé tich, nhéd hon, hoic
nhé hon khoang, 100uL, 50uL, 10uL, 1000nL, 500nL, 400nL, 300nL, 200nL, 100nL,
50nL, 30nL, 10nL, 3nL, hodc 1nL, hodc khodng dugc xdc dinh bang hai tri s& bat ky
trong s6 cdc tri s6 ding trude. Tot hon, n€u mdi mau nhd cé thé tich nhd hon hoic
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bang 100nL. Theo mét s6 phuong 4n, m&i mAu nhd chita nhd hon hoic bing 500, 400,
300, 200 hodc 100 t& bao, hoic khoang dugc x4c dinh bang hai tri s6 bat ky trong s
cdc tri s6 ditng trude. T6t hon, néu mbi miu nhd chia nhd hon hodc bang 50, 40, 30,
20 hodc 10 t€ bao, hodc khodng dugc xdc dinh béng hai tri s6 bat ky trong s6 cic tri s6
ding tru6e. Tt hon, n€u méi miu nhod chia nhéd hon hodc bing 5, 4, 3 hoac 2 t€ bao.
Theo mot s6 phuong 4n, moéi mau nhod chita khong qué 1 t&€ bao.

Theo mot s6 phuong 4n, mbi miu nhod chia trung binh hodc khoang 500, 400,
300, 200 hodc 100 t€ bao, hoic khoang dugc x4c dinh béng hai tri s& bat ky trong s6
cdc tri s6 ding trude. Tt hon, néu mbi miu nhd chita trung binh khoang 50, 40, 30, 20
hodc 10 t&€ bao, hodc khodng dugc xdc dinh bang hai tri s6 bt ky trong s6 cic tri s6
ding trude. Tot hon, n€u méi miu nho chita trung binh hodc khoing 5, 4, 3 hoic 2 t&
bao, hodc khoang dugc xdc dinh bang hai tri s6 bat ky trong s6 cic tri s6 ding trudc.
Theo mét s6 phuong dn, méi miu nhd chia trung binh nhd hon 1 t€ bao, khoing 1 t&
bao, hodc tir 1 dén 2 t€ bao, hodc khoang dugc xdc dinh bing hai tri s6 bat ky trong s¢
céc tri s6 ding trudc.

Viéc chia mau dugc thuc hién bang phuong phdp bat ky di biét trong linh vuc
nay, bao goém viéc sir dung nit ddu dé tich ddu cla céc t& bao riéng 18 trong thiét bi vi
long, lang dong trong céc 16, hodc cdc giot nim tu do duge neo véi chat nén phéng nho
stic cang bé mat. Ngoai ra, mu nho ¢6 thé dugc tao huyén phil trong dung dich dém,
ma s€ thich hgp cho cdc phan tng tiép theo. Vi du, méu nhd c6 thé dugc tao huyén phi
trong dung dich bao gém dung dich dém lam tan va dung dich dém PCR, céc dung
dich nay cho phép lam tan t& bao mot budc, sau d6 khuéch dai ma khong cén thao tic
thém d6i véi cdc méiu nho.
Khué&ch dai miu nho

Dé b lai lugng vat chat di truyén c6 han trong t& bao duy nhét hoac méu nho,
viéc khuéch dai mau nho c6 thé dugc tury ¥ thuc hién. Vi du, viéc sao chép axit nucleic
hoac viéc phan bao c6 thé dugc thuc hién. Chia mAu thanh cdc miu nhd véi s6 t& bao
di it d€ s6 ban sao nhiém sic thé tir cdc miu dugc bio ton trong cdc mAu nhd sau khi
khuéch dai mau nhé. Theo phwong 4n dugc wu tién, viéc khuéch dai miu nhd dugc thuc
hién d6i v6i mau nho chifa t& bao duy nhat, dé san phdm khuéch dai thu duoc 1a hé gen
hodc hé phién ma cla t€ bao ngudi me hoic t& bao thai nhi. Vi du, viéc khuéch dai miu
nhd c6 thé dugc thuc hién d6i véi t€ bao rieng 1& nim trong vi 16 hoic trong cac giot

duoc tadch bdi nit dau nhu duge mo ta & day.
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Viéc sao chép axit nucleic ¢6 thé dugc thuc hién bing céch sit dung phuong
phdp bét ky dé tao ra cdc ban sao axit nucleic bd sung, cac tin hiéu bé sung biéu thi
cho axit nucleic, hodc céc tin hiéu khac cho axit nucleic (vi du, biéu hién protein) da
biét trong Iinh vuc nay. Theo mdt s6 phuong an, viéc sao chép axit nucleic dugc thuc
hién bang cach st dung WGA, WTA hoic cdc ky thuat khuéch dai axit nucleic dich.
Theo céc phuong 4dn khéc, viéc sao chép axit nucleic dugc thuc hién bang cdch st dung
ciac phuong phdp tao ra tin hiéu biéu thi trinh ty axit nucleic, nhu INVADER®
(Hologic, Inc., Bedford, MA). Theo mot s6 phuong 4n, chi c6 phan trinh tu duge
khuéch dai méi bd trg cho khuén miu axit nucleic. Vi du, theo mot s& phuong 4n, san
phdm khuéch dai lién tuc chita mot phan cta khuon mau axit nucleic va mét phan cia
trinh tu tin hiéu. K§ thuat chung dé sao chép axit nucleic cé thé bao gédm sao chép
dang nhiét hoic theo chu ky nhiét. Theo mot s6 phuong an, viéc sao chép axit nucleic
duoc thuc hién trudc khi dinh kiéu gen SNP. Tuy nhién, viéc sao chép axit nucleic cling
c6 thé duoc thuc hién sau khi dinh kiéu gen SNP.

Viéc sao chép t€ bao ciing c6 thé duoc thuc hién bing cdch st dung phuong
phép bat ky da biét trong Iinh vuc nay. Theo mot s6 phuong an, t€ bao dugc nuoi cdy
trong moi trudng va cdc thanh phin bd sung dé tao ra cdc ban sao axit nucleic bd sung
dé st dung trong cic phuong phdp dugc mo ta & day. Theo cdc phuong dn khéc, t€ bao
duoc nudi cdy va mot hodc nhiéu t€ bao dugc giit nguyén dé st dung cho budc phan
tich ti€p theo. Theo mot s6 phuong 4dn, viéc sao chép t€ bao dugc thuc hién trudc khi
chia thanh mAu nho. T6t hon, néu viéc sao chép t&€ bao duoc thuc hién sau khi chia
thanh mau nho.

Chia thanh cac phan mau

Sau khi khuéch dai mau nho, san phdm khuéch dai c¢6 thé duoc chia thanh céc
phin miu. Cic phan miu ndy c6 thé duogc sit dung cho nhiéu thit nghiém. Vi du, theo
mot phuwong 4n, mot hodc nhiéu phan méu tr sin phdm khuéch dai dugc st dung dé
phat hién su c¢6 mat cua alen thai nhi, trong khi mot hodc nhi€u phin méu con lai dugce
stt dung dé phat hién bi€n di di truyén thai nhi trong san phdm khuéch dai chia hé gen
ho#c hé phién mi cta thai nhi. Theo mot s6 phuong 4n, phan mau dugc nhan dang la
chita hé gen hodc hé phién ma cia thai nhi s& dugc thlr nghiém theo day vé céc bién di
di truyén. Vi du, phadn méu c6 thé dugc thir nghiém vé cac bién di di truyén lién quan
dén céac tinh trang bénh di truyén (vi du, hoi ching Williams, hoi chiing Wolf-
Hirschhorn, hoi ching Miller-Dieker, hoi chiing Smith Magenis, hoi chiing Angelman,
hoi ching Di George, hoi chiing Prader-Willi, hoi chiing Jacobsen, hoi ching Cri du
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chat, b¢nh Charcot-Marie-Tooth, hoi ching vi lap 22q11.2, ching xo nang, bénh Tay-
Sachs, bénh Huntington, bénh Alzheimer, va nhiéu bénh ung thu).

C6 thé chon céc phdn déng nhat hoac khong dong nhat chia sin phdm khuéch
dai d¢ chia thanh cdc phan miu. Theo mot s6 phuong 4n, cic phin dong nhat clia san
phdm khuéch dai dugc chia lién ti€p (vi du, theo loat). Theo cic phuong an khac, cac
phan dong nhat chia san phdm khuéch dai dugc chia theo day. Theo cdch khic, cic
phén khong dong nhét chia san phdm khuéch dai c¢6 thé duoc chon dé chia thanh céc
phan méu bang cich sir dung phép chon duong tinh, phép chon 4m tinh hoac két hop
phép chon duong tinh va phép chon am tinh. Vi du, theo mot s§ phuong 4n, céc oligo
bdy lién két v6i hat dugc sir dung dé nhim vao cdc phin mong muén cla sin phdm
khuéch dai diing d€ chia thanh céc phan miu. Theo céc phuong 4n khic, cic oligo lién
ket v6i bé mat duge sir dung dé loai bo cdc phan khong mong muén ciia san phdm
khuéch dai. C4c phan khong déng nhét clia san phdm khuéch dai c6 thé duoc chon trén
co s§ déc tinh vat 1y hodc sinh héa bét ky da biét trong linh vuc nay, bao gém cic phan
dugc mo6 ta & day. Vi du, cdc phdn cla san phim khuéch dai c6 dién tich, kich thudc
hogc tinh d6ng nhat nhiém sic thé cu thé c6 thé dugc chon dé chia thanh cic phan
mau.

Theo mot s6 phuong dn trong d6 bude tily § khuéch dai miu nhd khong duge
thyc hién, mot phén hodc phin miu clia mau nhd c6 thé duoc 14y dé ding cho budc
phan tich tiép theo.

Theo mot s6 phuong 4n, cic phdn miu duge gom lai thanh cic nhém gdm hai
hodc nhiéu phan méiu. Piéu nay cho phép lam giam s& phéan vng trén co s& SNP hoac
céc phan tng khdc dugc mo ta & day nhiéu dén mic bing hé s6 N, trong d6 N 14 s6
phén mau & mdi hon hop. Tiép theo, cic phdn miu tlt cic hén hop duong tinh (tdc 1a
cdc hon hop chia it nhdt mot kiéu gen khdc véi kidu gen ngudi me) c6 thé dugc thit
nghiém lai ting phin mau mot dé nhan dang phan mau chia alen thai nhi. Theo mot s6
phuong dn, mdi hén hop dugc thit nghiém vé alen khong phai ctia ngudi me & locut thir
nghiém. Theo mot s6 phuong 4n, mbi hén hop dugc thit nghiém vé alen khong phai clia
ngudi me 6 hai hoac nhi€u locut thir nghiém.

Theo mot s6 phuong 4n, cdc phan mau dugc gom lai bang cich sir dung hé do
chi s6 cho phép nhan dang nguén phén méu duong tinh trong hén hop duong tinh. Vi
dy, hai hodc nhi€u phan méu c6 thé dugc 14y tir méi san phdm khuéch dai dé tao ra cdc
hén hop chi s6 clia N x M phdn miu khuéch dai. Cac 16 chita it nhdt mot alen thai nhi
c6 thé dugc nhan dang bing céch dinh vi diém giao gifta cic hén hop N va M duong
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tinh trong h¢ toa do vuong géc. Theo mot s6 phuong 4n, N (titc 12 s6 cot trong chi s6 N
x M) va M (tic 1a s6 hang trong chi s6 N x M) doc 1ap nim trong khoang tir 2 dén
1000. Tdt hon, n€u N va M doc 1ap ndm trong khoang tir 8 dén 100. Theo mot s
phuong 4n, N 1a, 1a khoang, 1a it nhét, 1a it nhét khoang, 1a nho hon hoac bing, 12 nho
hon hoic bang khoang 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10,1 1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 30, 32, 36, 40, 48, 50, 56, 60, 64, 70, 72, 80, 84, 88, 90, 96, 100, 192,
288, 384, 480, 576, 672, 768, 864, 960, 1000, hoic khoang duoc xic dinh bang hai tri
s6 bat ky trong s6 céc tri s6 ding trude. Theo mot s6 phuong 4n, M 13, 12 khoang, 1a it
nhdt, 1a it nhét khoang, 1a nho hon hoic bing, 1a nhé hon hoic bing khoang 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 30, 32, 36, 40, 48,
50, 56, 60, 64, 70, 72, 80, 84, 88, 90, 96, 100, 192, 288, 384, 480, 576, 672, 768, 864,
960, 1000, hodc khoang dugc xdc dinh bing hai tri s6 bat ky trong s6 cac tri s6 ding
trude. Theo cdc phuong dn dugc wu tién, cdc phdn dong nhét hodc khong déng nhat cla
san phdm khué&ch dai dugc do chi s6 dé nhan dang nguén phan méiu duong tinh.

Thu hoac phong dodn kiéu gen b me

Kiéu gen b6 me c6 thé dugc thu hodc phong dodn dé nhan dang alen khong phai
clia ngudi me. Ti€p theo, thong tin lién quan dén alen khong phéi clia ngudi me c6 thé
duoc sir dung dé sang loc hodc dinh kiéu gen cic phan miu hodc miu nhd, hoac phan
tich tryc ti€p he gen thai nhi vé c4c bién di di truyén. Vi dy, kiéu gen ngudi b hodc
ngudi me c6 thé dugc thu bang cdch dinh kiéu gen truc ti€p cdc méu ngudi bd hoic
ngudi me hodc phong dodn bing cich dinh kiéu gen cdc mau tit cdc thanh vién trong
gia dinh c6 quan h¢ vé mat di truyén. Tuy nhién, theo phuong 4n dugc wu tién, khong
can thu hodc phéng dodn ki€u gen ngudi b. Vi du, theo phuong 4n duoc wu tién, chi
thu kiéu gen ngudi me.

Theo mot s6 phuong 4n, ki€u gen ngudi b6 hoic ngudi me duge thu bang céch
dinh ki€u gen vat chét di truyén tit mdu, huyét twong, huyét thanh, nudc tiéu, gac thdm
mau trong khoang miéng, nuc bot, nuéc mit, da hoic ngudn axit nucleic nguoi bo
khdc bat ky (bao gém cdc axit nucleic ngudi b6 dugc mo ta & day). Theo mot s6
phuong 4n, kiéu gen ngudi b6 hoic ngudi me dugc thu bang céch st dung axit nucleic
v0 bao hodc axit nucleic chiét dugc tir cdc t& bao c6 ngudn goc tir mot trong sO céc
nguon nay. T6t hon, viéc dinh ki€u gen ngudi b6 hodc ngudi me con duoc thuc hién d6i
v6i ADN, song ciing c6 thé dugc thuc hién d6i v6i ARN, ADN bd trg, hodc axit
nucleic khéc bt ky da biét trong linh vuc ndy. Theo mot s6 phuong 4n, khuén miu clia
mau ngudi b6 hodc nguodi me dugc khuéch dai va phét hién (vi du, bing céch sk dung
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cdc phuong phdp trén co s& PCR). Tuy nhién, theo mot s6 phuong 4n, khuon miu coa
mau ngudi b6 hodc ngudi me khong dugc khuéch dai (vi du, bing céch sir dung céc
phuong phip dugc mo ta & day).

Ki€u gen ngudi bs va ngudi me ciing ¢6 thé dugc thu bing céch truy cap thong
tin tao ra dugc trong qud trinh truéc thlt nghiém di truyén, nhu thong tin trong co s& dit
ligu, trong bdo cdo thir nghiém, hoac tir 1dn mang thai tru6c d6 ma phuong phép duoc
mo ta § day dugc thyc hién. Ki€u gen ngudi b6 hodc ngudi me ciing c6 thé duge phong
dodn bang cdch skt dung cac kiéu gen ciing huyét théng. Vi du, c6 thé sir dung céc kiéu
gen cia bd me, anh chi em rudt, ong ba, c6 di, chd bic hoic con c6 quan hé vé mat di
truyén dé phong dodn kiéu gen ngudi b6 hoidc ngudi me.

Hién tuong da hinh bat ky da biét trong linh vuc nay c6 thé duoc sir dung dé
dinh ki€u gen miu b6 me. Vi du, SNP, haplotyp, doan 1ap ndi ti€p ngan (short tandem
repeat: STR) hodc cdc bién di trinh tu khéc c6 thé duge dinh kiéu gen. Cic chat dénh
ddu di truyén hodc bi€u sinh khic ciing c6 thé dugc st dung dé dinh kiéu gen miu bo
me. Vi du, bi€n di s6 ban sao (copy number variation: CNV) hoic m6 hinh metyl héa
c6 thé dugc danh gid.

Tuy y nhan dang it nhat mot alen khong phai cha ngudi me trong hén hop céc axit
nucleic ngudi me va thai nhi

Theo cdc phuong dn trong d6 locut dich dong hop tir di dugc nhan dang trong
mau ngudi me, hon hop céc axit nucleic nguodi me va thai nhi c6 thé tuy y duoc st dung
dé nhan dang kiéu gen di hop tir & cling locut, n6 chi ra su ¢ mat clia thai nhi (tic 12
alen khong phai clia ngudi me/alen ngudi bé mang thong tin). Tst hon, néu budc tiy §
nay dugc thyuc hién trudc khi sang loc hoic dinh kiéu gen céc phin miu hoic miu nhd
riéng €. Bang céch sang loc alen khong phai ctia ngudi me, va do d6 nhan dang locut
di hop tir (va do d6 alen thai nhi) trong mau chia hén hop céc axit nucleic ngudi me va
thai nhi, cdc phan mau va miu nhé c6 thé dugc sang loc hitu hiéu hon vé cic SNP duogc
bi€t 1a mang thong tin. Theo phuong 4n dugc wu tien, ADN vo6 bao clia thai nhi duoc
sang loc alen khong phai ctia ngudi me va nhan dang locut di hop tir. Theo phuong 4n
khdc, ARN hoac ADN b6 trg v6 bao clia thai nhi dugc sir dung dé nhan dang locut di
hop ti.

Céc axit nucleic vo bao c6 thé dugc thu t ngudn bat ky da biét trong linh vuc
nay, bao gébm mdu, huyét thanh, huyét tuong, nuéc tiu, gac thdm miu cd tix cung,
nudc ria cd tir cung, nude rira tir cung hoic dich choc hut tdi cung tr phu nit mang thai.
Axit nucleic ciing c6 thé dugc chiét tir miu hdn hop clia t& bio ngudi me va thai nhi dé
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xédc dinh locut di hop ti. T6t hon, n€u ADN dugc chiét tr mau chita hén hop t& bao
nguodi me va t€ bao thai nhi. Tuy nhién, ARN hodc ADN b6 trg c6 thé dugc chiét tix
mau chtta hén hop t&€ bao ngudi me va t€ bao thai nhi. Cic axit nucleic ¢ thé dugc
chiét tr t&€ bao thu dugc tir ngudn bat ky da biét trong linh vyc nay, bao gém méu, gac
thdm méiu c6 tl cung, nudc rlra ¢6 tl cung, nudc ria tl cung, dich choc hut tdi cing,
hach bach huyét, hodc thy xuong. Theo cdc phuong dn khic, mau toan phin dugc sir
dung d€ nhan dang ki€u gen di hop tir ma khong (hoic trude khi) chia méu toan phan
nay thanh phan doan t€ bao, huyét tuong hodc huyét thanh.

Theo mot s6 phuong 4n, khuén méu axit nucleic ctia phdn méu tir mau chtta hén
hop cic axit nucleic ngudi me va thai nhi dugc khuéch dai va phat hién d€ nhan dang
locut di hop tir (vi du, béng céch sir dung cdc phuong phdp trén co s PCR). Tuy nhién,
theo mot s6 phuong &n, khuon méu axit nucleic ciia phan méu tit miu hén hop khong
dugc khuéch dai d€ nhan dang locut di hop t&. Vi dy, cdc phuong phdp trong dé chi
khuéch dai tin hiéu lién két v6i khuon mau (vi du, phuong phdp ABSCRIPTION™ nhu
dugc moé td trong patent My s6 7,226,798, 7,473,775 va 7,468,261 (Ribomed
Biotechnologies, Inc., Carlsbad, CA) hodc cdc phuong phédp lién quan dén héa hoc
INVADER® (Hologic, Inc.)) c6 thé dugc st dung. Cic phuong phép trong d6 phat
hién khuon mau axit nucleic ma khong khuéch dai tin hiéu hoic khuon miu (vi du,
phuong phdp bao gobm budc phét hién héa hoc vé sy lién két v6i ADN nhu duge mo ta
trong cong bé don qudc t€ s6 WO 2005/01122 (Adnavance Technologies, Inc., San
Diego, CA)) ciing c6 thé dugc sir dung. Ngoai ra, cic phuong phap trong d6 khuon
mau axit nucleic dugc gidi trinh tw ma khong khuéch dai (vi du, phuong phdp gidi trinh
tu nhu dugc mo ta trong Eid el al, Science 2009 323(5910): 133-38) c¢6 thé duoc su
dung. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc niy hiéu ring nguén khuén méu
ding d€ nhan dang alen khong phai clia ngudi me c6 thé bao gom huyét thanh, huyét
tuong, nudc ti€u, gac thAim mau cé tir cung hodc ngudn axit nucleic khac bat ky da biét
trong linh vuc nay.

Sang loc hoac dinh kiéu gen it nhat mot phan mau hodc miu nhd vé su ¢6 mat cla it
nhat mot alen nguoi bd mang thong tin

Céc budc ti€p theo la sang loc hodc dinh kiéu gen miu nhd hoic phdn miu dé
nhén dang alen khong phai ctia nguoi me. Khi da tao ra duge bang SNP (nhu duge mo
ta chi ti€t & day) va nhém locut dich c¢6 mau di truyén ngudi me la dong hop tir (hoic,
theo cach khdc, di hop tlr) dd duoc nhan dang, c6 thé chon dugc locut thit nghiem dé
sang loc hoac dinh ki€u gen mau nho hodc phdn mau vé su ¢ mat clia alen thai nhi. Dé
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phat hién su c6 mat ctia alen thai nhi, locut thir nghiém dugc sang loc hoac dinh kiéu
gen vé su c6 mat clia alen khong phai ctia ngudi me (tic 1a nhan dang kiéu gen di hop
tl, hodc theo cdch khéac kiéu gen dong hop tir, & locut thir nghiém). Theo mot s6&
phuong 4n, cdc phdn mau san phdm khuéch dai dugc sang loc hoic dinh kiéu gen timg
phin méiu dé€ phét hién locut di hgp tir (hoic, theo cich khic, déng hop tir). Theo mot
s6 phuong 4n, phidn mau chita chit khuéch dai tir t&€ bao duy nhat.

Mau nhé hoac phdn mau c6 thé dugc dinh kiéu gen & locut x4c nhan duoc trude
dé la dong hop tlr trong miu ngudi me. Theo mot s6 phuong 4n, kiéu gen & locut xéc
nhén duoc truée d6 1a dong hop tir trong miu ngudi me duge x4c dinh bing cach sang
loc vé su c6 mat clia alen khong phai clia ngudi me. Ty ¥, nhu duge mo ta & day, trude
khi sang loc cdc phdn miu hoic miu nhd vé alen khong phai clia ngudi me, miu chita
hén hop céc axit nucleic ngudi me va thai nhi (t6t hon 12 vé bao) dugc sir dung dé nhan
dang su c¢6 mat clia alen khong phai clia ngudi me trong hén hop axit nucleic nay, chi
ra su c6 mit cta kiéu gen di hop tir & cling locut trong méu thai nhi.

Theo céc phuong dn khidc, mau nho hodc phdn miu dinh ki€u gen & locut xic
nhén dugc trude d6 la di hop tir trong miu ngudi me. Viéc nhan dang kiéu gen déng
hop tir trong phidn mau hodc miu nhod d6i véi cing locut chi ra su c6 mit ciia alen
khong phai clia ngusi me, tifc 1a alen thai nhi.

Ngudi c¢6 hi€u biét trung binh trong linh vyc nay hiéu ring cic phuong phap
sang loc hodc dinh ki€u gen theo phuong 4n bat ky dugc mo td & day c6 thé thuc hien
duoc bang cdch st dung phdn mau hoic miu nhd. Cic phdn miu va méu nhd cb thé
duoc sang loc hoac dinh kiéu gen vé alen thai nhi bing cach sit dung nhiéu phuong
phdp da biét trong linh vuc nay, bao gém céc phuong phdp dugc néu & day. Vi du, cdc
phén mau c6 thé dugc sang loc hodc dinh kiéu gen bang cich sit dung cdc tin hiéu phan
tr hodc cdc phuong phap phdt hien SNP trén co s& axit nucleic khac. Theo mot s6
phuong én, khuon méu axit nucleic trong phn mau dugc khuéch dai va phat hién (vi
du, bang cdch sir dung cdc phuong phép trén co s§ PCR). Tuy nhién, theo mot s6
phuong 4n, khuon mau axit nucleic khong dugc khuéch dai (vi du, bing céch sir dung
cdc phuong phép dugc mo ta & day). Ngoai ra, chat ddnh ddu bat ky da biét trong linh
vuc nay c6 thé duge sir dung dé sang loc hoac dinh kiéu gen cdc phdn méiu vA miu nho.
Theo cac phuong an dugc wu tién, SNP, haplotyp, STR, hodc bién di trinh tu khac,
CNV hoac chédt ddnh d&u bi€u sinh dugc dinh kiéu gen trong mau ngudi me dugc sir

dung.
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Do theo mét s6 phuwong 4n cdc miu nhod chita nhd hon hoic bing 1 € bao nén
viéc sang loc hodc dinh kiu gen clia miu nhé hodc phdn miu c6 thé 12 ting & bao.
Cac mau nho hodc phian miu ciing c6 thé dugc sang loc hodc dinh kiéu gen bing cich
sir dung nhiéu phwong phép da biét trong Iinh vuc nay, bao gém cdc phuong phap dugc
néu trén day. T6t hon, n€u cdc miu nhd duge sang loc vé cdc alen di hop tir bing cach
st dung PCR dinh lugng (quantitative PCR: qPCR) v6i h¢ TAQMAN® (Foster City,
CA). S6 lugng dinh trudc cia miu nho hoic t&€ bao c6 thé dugce sang loc dé phat hién
alen di hop tlr. Vi du, nhu dugc thé hién trong bang 1, dé thir nghiém 7 locut trong méu
da dugc lam giau t6i ty 1¢ 1:10000 t&€ bao thai nhi:t€ bao ngudi me, trong dé mong doi
c6 khoang 5 t€ bao thai nhi cho méi locut, s6 lugng dinh truéc ctia mau hodc & bao 1a
350000. Theo mot s6 phuong 4n, s6 t€ bao thai nhi cho méi locut 13, 1a khoang, 12 it
nhdt, 1a it nhat khoang, nhé hon hodc bang, nho hon hoac bing khoang 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250,
275 hodc 300, hodc khoang dugc xéc dinh bing hai tri s6 bét ky trong s céc tri s6
ding trudc.

Bang 1

Téng s6 t& bao duge lam giau (tinh bing nghin)

50 100 150 200 250 300 350 400

S6 locut c6 thé ¢6 véi 5 t€ bao thai nhi cho méi locut

Tan s6 | 1:100 100 200 300 400 500 600 700 800

thai 1:1000 |10 20 30 40 50 60 70 80

nhi 1:10000 | 1 2 3 4 5 6 7 8

Nhan dang it nhdt mot alen ngudi b6 mang thong tin & it nhat mot phan miu hoic miu
nho

Nhu dugc mo ta ¢ day, sau khi cic SNP déng hop tir (hoic, theo cach khac, di
hop t) dugc nhan dang trong vat chét di truyén ngudi me, cic SNP nay c6 thé duoc
sang loc hoac dinh ki€u gen trong cdc mau nhd hoac phin miu dé phat hién su ¢6 mat
cta alen khong phai ctia ngudi me. Néu SNP déng hop tli/di hop tir thit nhét clia ngudi
me khong tao ra ki€u gen di hop ti/déng hop ti trong cac phdn mau hoac cdc mau nhd
thi SNP dong hop ti/di hop tir thit hai clia ngudi me c6 thé duoc chon va dinh kiéu gen.
C6 thé 1ap lai quy trinh ndy cho dén khi alen khong phai ctia ngudi me dugc phat hién

hodc cho dén khi lugng dinh truéc clia SNP va/hoic t€ bao, cic miu nhd hoic phan
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méu dugc sang loc. Quy trinh nay ciing ¢6 thé bao gdm viéc dinh kiéu gen nhiéu phan
mau hodc méiu nho, SNP da thanh phan hodc hén hop bét ky clia chiing.

Céc locut thlt nghiém dugc sang loc hodc dinh kiéu gen sao cho it nhit mot alen
thai nhi dugc phdt hién néu c6 mat trong miu. Theo mot s6 phuong 4n, cic locut thir
nghiém dugc sang loc hoac dinh kiéu gen cho dén khi it nhdt mot alen khong phai cha
nguoi me duge phét hién. Theo mot s6 phuong 4n, locut thi nghiém tht nhat duoc sang
loc hodc dinh kiéu gen trong cdc phdn miu hoic miu nhd cho dén khi di t& bao duoc
dinh kiéu gen vuot qué x4c sudt dugc chi dinh dé phat hién alen khong phai cia nguoi
me. Néu khong phit hién dugc alen khong phéi clia ngudi me thi locut thir nghiém thi
hai dugc sang loc hoac dinh kiéu gen trong cdc phdn mau hoic miu nhd cho dén khi di
t€ bao dugc dinh kiéu gen vuot qud xédc susit duge chi dinh dé phat hién alen khong
phai cia ngudi me. N&u khong phat hién dugc alen khong phai clia ngudi me thi cac
locut thir nghiém bd sung dugc sang loc hoic dinh kiéu gen cho dén khi s6 locut thir
nghiém vugt qué xdc sudt tich lily dugc chi dinh dé phét hién alen khong phai cta
ngudi me (va do d6 alen thai nhi) tit mau hén hop.

Céc locut thir nghiém ciing c6 thé dugc sang loc hoic dinh kiéu gen cho dén khi
phdt hién dugc nhiéu hon mot alen thai nhi. N&éu nhiéu hon mot locut thir nghiém duogc
sang loc hoac dinh ki€u gen thi méi locut b6 sung cho thir nghiém duong tinh véi alen
thai nhi (ttc 1a c6 kiéu gen khdc véi kiéu gen ngudi me) 1am tang do tin cay cla viéc
phat hién h¢ gen thai nhi trong miu nho6 hodc phin miu. Ngoai ra, luong dinh trudc
clia cdc locut thir nghiém c6 thé dugc chi dinh dé 1y giai thuc t& ring vat chat di truyén
thai nhi c¢6 thé khong c6 mat. Theo mot s6 phuong an, luong dinh trudc cua cdc locut
thir nghiém dugc xac dinh bing cdch tinh xdc sudt tich liiy phét hién alen thai nhi d6i
v6i nhom bi€n thich hop. Vi du, nhu duoc thé hién trong bang 3, x4c suit phat hién su
c6 mat cua alen thai nhi di hop tir bing cich sir dung 7 SNP c6 tin s alen thap khoang
0,51a 1 -(0,5)(0,5)(0,5)(0,5)(0,5)(0,5)(0,5) = 99,22%. Nhu dugc thé hién trong bang 1,
d6i v6i 350000 phan miu hodc méu nho tit mau duge 1am giau t6i ty 1& 1:10.000 (t&
bao thai nhi:t€ bao ngudi me), lugng dinh trude cla céc locut thir nghiem do d6 c6 thé
la khoang 7 locut thir nghiém.

Céc locut thlt nghiém c6 thé duge sang loc hoic dinh kiéu gen mot cach riéng ré
hodc dong thoi. Theo mot s6 phuong 4n, mot locut thir nghiém duoc sang loc hoac dinh
kiéu gen trong mot phdn miu hodc miu nhd. Mot locut thir nghiém cling ¢6 thé duoc
sang loc hogc dinh ki€u gen & nhiéu phan miu hoac miu nhod. Ngoai ra, cdc phan méu
hoac mau nho c6 thé dugc sang loc hodc dinh kiéu gen mot cich riéng & hodc dong
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thoi. Theo mot s6 phuong 4n, nhi€u hon mot locut thir nghiém dugc sang loc hoac dinh
kiéu gen trong mot phin mau hodc mau nhd. Ngoai ra, nhiéu hon mot locut thir nghiém
ciing c6 thé dugc sang loc hodc dinh kiéu gen trong nhiéu phdn miu hodc miu nhd.
Theo mot s6 phuong 4n, s6 locut thir nghiém trong bang 13, 12 khoang, 1a it nhdt, 13 it
nhat khodang, nhé hon hoic bang, nhd hon hoac bang khoéng 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hoic
10 locut thir nghiém dugc két hop dé sang loc hodc dinh kiéu gen alen thai nhi, hodc
khoang duogc xdc dinh bang hai tri s6 bat ky trong s6 cdc tri s6 ding trudc.

Theo moét s6 phuong 4n, locut duge xdc dinh 12 chia kiéu gen di hop ti (va do
d6 ki€u gen khong phai cha ngudi me) trong hén hop cic axit nucleic nguoi me va thai
nhi (t6t hon la vo bao) dugc sang loc tiing miu nho véi cdc mau nhod c6 ngudn géc tix
hon hop t& bao ngudi me va t&€ bao thai nhi. Tiép theo, cic phan miu vA miu nhd bio
toan c6 thé dugc sir dung dé thyc hién cdc budc phan tich di truyén bé sung. Tuy nhién,
méc du cdc axit nucleic vo bao clia ngudi me va thai nhi thuan loi dé phat hién su c6
mat cla alen thai nhi, cic miu ndy khong thich hop cho céc phan tich cin bao tén tinh
toan ven cuia hé gen hodc hé phién ma thai nhi, hodc bét git miu. Piéu nay lam ndi bat
mot trong s6 cdc loi ich ciia viéc sl dung cdc phuong phép trén co s& t& bao duge mo ta
o day.

L&y phan miu -hoic miu nho

Céc phan mau hoac miu nhé dugc xdc dinh 12 chifa alen thai nhi ¢ thé duoc 14y
cho cdc phén tich tié€p theo. (Cic) phdn mau 14y dé phan tich tiép c6 thé 1a ciing (cdc)
phan miu duoc sir dung d€ sang loc alen thai nhi, hoac phin miu khic tur cung mau
nho c6 thé dugc sir dung dé tao ra phan miu chua ding cho phén tng bat ky dugc sir
dung d€ sang loc alen thai nhi. Theo mot s6 phuong 4n, cic phin méu hoac mau nho
dugc chon dé 14y miu trén co s& chat lugng, s6 luong hoidc su ¢6 mat clia cdc axit
nucleic mong mudn. Vi dy, cdc phin mau hodc méu nho c6 thé dugc chon dé 14y mau
bang cdch sl dung tuong quan tin hiéu, cudng do tin hicu, ty 1é cuong do tin hiéu, tin
hiéu so v6i s6 do co s&, dong hoc thir nghiém theo thoi gian, dong hoc thir nghiém theo
nhiét d¢ hodc céc s6 do tinh ning khic da biét trong linh vyc niy. Theo mot s6 phuong
an, chat danh déu hodc viing diing d€ phan biét alen ngudi bs véi alen ngudi me duoc
18y méu. Tuy nhién, theo cic phuong 4n khdc, chdt ddnh ddu hoic viing khong lién két
dugc 18y mau dé phan tich tiép.

Theo mot s6 phuong 4n, chi ¢6 phidn mong muén clia phan miu hodac miu nhod
dugc 1dy miu dé phan tich ti€p. Vi dy, theo mot s6 phuong 4n, doan do lai duoc st

dung d€ 14y duy nht cdc trinh ty axit nucleic tit nhiém sic thé hodc ving quan tam.
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Theo cac phuong dn khic, toan bo phan mau, miu nhd hodc phan dong nhét clia chiing
duogc 18y mau.
Phan tich it nhat mot hé gen thai nhi vé bién di di truyén

Céc phan méu hodc mau nho nhan dang dugc 1a c6 alen khong phai chia ngudi
me, dugc tay ¥ 18y mau nhu duge mo ta & day, c6 thé duge phan tich tiép, vi du, dé thir
nghiém vé sy c6 mat clia bién di nhiém sic thé hoac bién di di truyén. Phdn mau ding
cho phén tich c6 thé 1a ciing phdn méu dung dé sing loc hoic dinh kiéu gen vé alen
thai nhi. Hodc phan mau ding cho phan tich c¢6 thé 1a phan mau khic tir cing méu nho,
song 1a phan mau khong diing d€ sang loc hodc dinh kiéu gen bat ky vé alen thai nhi.
Toan bo h¢ gen thai nhi hodc cic phin clia n6 c6 thé dugc chon dé phan tich tiép. Theo
mot s6 phuong 4n, hién tugng da hinh dugc dinh kiéu gen bing céch st dung céc
phuong phédp da biét trong Iinh vuc nay. Vi du, SNP, haplotyp hoic STR c6 thé duoc
dinh ki€u gen bing céch sit dung PCR v, néu thich hop, céc phuong phdp phat hién
ti€p theo nhu dién di mao dan. Céc hién tuong da hinh ciing c6 thé dugc dinh kiéu gen
bang céch sl dung céc phuong phdp gidi trinh tu. T6t hon, néu viéc dinh kiéu gen duoc
thyc hién bing cich sir dung cdc k§ thuat thong luong. Vi du, theo mot s6 phuong an,
vi ddy dugc sir dung dé tao ra s6 liéu vé SNP va/hoac haplotyp. Bién di s6 ban sao cling
c6 thé dugc danh gid dé phan tich ti€p. Vi du, phép lai hé gen ngang bang diy (array
comparative genomic hybridization: aCGH) c¢6 thé dugc sl dung dé phat hién bién di
s6 ban sao. Sy tdi sap x&p nhiém sic thé ciing c6 thé dugc danh gid. Vi du, ddo doan
hodc hodn vi ¢6 thé phat hién dugc bang cich sit dung cdc phuong phap nhu giai trinh
tu, FISH hoac PCR.

Theo mot s6 phuong 4n, ty 1¢ alen di truyén tir ngudi me va ngudi bd duge x4c
dinh d€ phan tich su c6 mat clia bién di di truyén. Ty ¥, ciing locut dugc sit dung dé
xdc dinh sy c6 mat cha alen thai nhi va sy ¢ mat cha bién di di truyén. Vi du, cudng
do alen ¢ locut thir nghiém di hop tir c6 thé dugc do, véi ty 1é cudng do 2:1 hodc 1:2
chi ra bién di s6 ban sao. Tuy nhién, theo mot s6 phuong 4n, locut diing dé x4c dinh su
¢6 mat cla alen thai nhi 1a khong cing locut ding dé x4c dinh bién di di truyén. Ngoai
ra, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay hiéu rang theo phuong 4n bit ky
trong s6 cdc phuong 4n dugc mo ta & day, céc ty 1& cuong do khac (vi du, 3:1, 1:3, 3:2,
2:3, 4:1 va 1:4) c6 thé dugc sir dung dé phat hién s c6 mat clia bién di s6 ban sao.

Theo mot s6 phuong 4n, su biéu hién qué muc hodc dusi mic chia cdc trinh ty
nhiém sac thé dugc xdc dinh dé phan tich sy ¢6 mat clia bién di s6 ban sao. Vi du, s§
trinh ty doc nhat doc dugc déi véi nhiém sic thé cu thé c6 thé do dugc va so sanh véi
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nhiém sic thé ngudi me va/hodc nhiém sic thé so sinh khac, véi ty 1é nhd hon hodc 16n
hon 1:1 chi ra bi€n di s6 ban sao. Viéc phét hién cdc két qua doc trinh tw doc nhét nay
c6 thé dugc thuc hién bing céch sit dung cdc phuong phap quy mo nhé (vi du, gidi
trinh tu bang cdc cap moi dugc thiét k€ cho cdc locut dic hiéu) hodc quy mo 16n (vi du,
giai trinh tu clia toan hé gen). S6 trinh ty doc nhét doc dugc d6i véi viing nhiém sic thé
cu thé c6 thé do dugc va so sinh véi ving nhiém sic thé ngudi me va/hoic ving nhiém
sic thé so sdnh khdc, véi ty 1¢ nhd hon hodc 16n hon 1:1 chi ra si 6 mat cha bién di s6
ban sao.

Céc phan mau hoac miu nho c6 thé dugc phan tich mot céch riéng r& hoic trong
mau hén hop chia it nhat hai phdn mau hodc mau nhod. Theo mot s§ phuong 4n, cac
phan méu hoiac miu nhd dugc phan loai trén co s& cdc phép do tin hiéu nhu duge mo ta
¢ day va nhém dugc uu tién duge chon dé€ phan tich hodc thu gom va sau d6 phan tich.
Theo mot s6 phuong 4n, cdc phan méiu hodc mau nho hodc hdn hop dugc phan lap duoc
thit nghiém vé sw c6 mat clia bién di di truyén hodc bién di nhiém sic thé bing cach sir
dung phép lai hé gen ngang bang day (array comparative genomic hybridization-
aCGH), PCR huynh quang dinh lugng (quantitative fluorescence PCR: QF-PCR), kyx
thuét tao doan 13p ndi ti€p ngan (STR) hoac giai trinh ty. Tuy nhién, k§ thuat bat ky da
biét trong Iinh vyc nay, bao gém cdc k§ thuat duge mo ta & day, c6 thé duoc st dung dé
thir nghiém ve& sy c6 mat ctia bién di di truyén hoic bién di nhiém sic thé.

Viéc sang loc hoac dinh ki€u gen cdc phan mau hodc miu nhé trén co s& ting t&
bao cho phép phét hién dang khdm (tiic 1a trang théi trong d6 cdc t€ bao tir ciing c4 thé
¢6 cdc profin di truyén khéc nhau). Vi du, cdc mau nhé c6 thé dugc sang loc hoidc dinh
kiu gen dé phét hién bi€n di nhiém sic thé kham. Theo mot s6 phuong 4n, s6 miu nhd
dugc sang loc hoac dinh ki€u gen vé dang kham nim trong khoang tir 2 dén 100 méu
nho. Theo mot s6 phuong 4n, s6 miu nhé duge sang loc hodc dinh kiéu gen 13, 1a
khoang, 12 it nhat, 1a it nhat khodng, nh6 hon hodc béng, nhd hon hoic bing khoang 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90 hoic 100, hoac khoang
dugc xdc dinh bing hai tri s§ bat ky trong s6 cdc tri s6 ding truée. Theo phuong 4n
dugc uu tién, s6 mau nhé dugc sang loc hodc dinh kiéu gen nidm trong khoang tir 5 dén
10 mau nhoé. Tuy ¥, cing locut duge sit dung dé x4c dinh su c6 mat clia alen thai nhi va
su ¢6 mat cuia dang kham. Vi du, cudng d¢ clia céc alen & locut thir nghiém di hop tir
c6 thé dugc do, véi ty 1¢ cudng d¢ 1:1 & it nhét mot mau nhod va ty 16 cudng do 2:1 hodc
1:2 ¢ it nhdt mot mau nhé khac chi ra sy ¢6 mat ctia bién di di truyén kham. Tuy nhién,
cdc locut khdc nhau ciing c6 thé dugc st dung dé x4c dinh su c6 mit clia alen thai nhi
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va sy ¢6 mét ciia dang kham. Vi duy, locut thit nghiém dong hop tir ¢ thé duoc st dung
dé nhan dang alen thai nhi. Tiép theo, locut di hop tit c6 thé dugc phat hién va cudng
do cta cdc alen & locut di hop tir nay c6 thé dugc do, v6i ty 1 cudong do 1:1 & it nhat
mot mau nho va ty 1& cudng d6 2:1 hodc 1:2 & it nhit mot mau nhod khéc chi ra su ¢6
mat cla bién di di truyén kham.

Theo mot s6 phuong 4n, dang kham dugc phdt hién bing cich st dung nhiém
sac thé dac hiéu gii tinh. Vi du, céc alen & locut thit nghiém nhiém séc thé X di hop ti
c6 thé dugc phét hién, v6i sy 6 mat clia mot alen & it nhat mot miu nhd va su ¢6 mat
clia ca hai alen ¢ it nhit mot mau nho khéc chi ra sy c6 mat clia thé boi khong chinh
kham (vi dy, hoi chiing Turner kham). Theo mot phuong 4n khic, su ¢6 mit clia cdc
alen ¢ locut thit nghiém nhiém sic thé X dong hop tir ¢6 thé dugc phat hién, véi ty 1¢
cudng do nhiém sac thé X:Y 1a 1:1 & it nhdt mot miu nhd va ty 16 cudng do nhiém séc
thé X:Y 1a 2:1 & it nhat mot mau nhod khéc chi ra sy c6 mat ctia thé boi khim khong
chinh (vi dy, hoi chiing Klinefelter kham).

Viéc sang loc hodc dinh ki€u gen céc phdn mau hodc méu nho trén co s ting t&
bao ciing cho phép phat hién tré sinh doi hai hop tl (tc 1a tré sinh doi khong gidng
nhau). Vi du, viéc dinh ki€u gen SNP c6 thé duoc thuc hién d6i v6i cdc mau nhd chita
alen thai nhi, v6i su c6 mat cla it nh4t hai miu nho c6 kiéu gen SNP khéc nhau chi ra
su c6 mat cla tré sinh doi hai hop tir. Theo mot s6 phuong 4n, s6 SNP duoc sang loc
hogc dinh ki€u gen dé phat hién tré sinh d6i hai hop tir nim trong khoéng tix 1 dén 20
SNP. Theo mot s6 phuong 4n, s6 SNP duoc sang loc hodc dinh kiéu gen 13, 13 khoang,
1a it nhat, 12 it nhét khodng, nho hon hodc béng, nhd hon hoic bing khoang 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hodc 20 SNP, hoic khoang dugc x4c
dinh bing hai tri s6 bét ky trong 6 céc tri s6 ding truéc. Theo phuong 4n dugc uu tién,
s6 SNP dugc sang loc hodc dinh kiéu gen nim trong khoang tit 3 dén 4 SNP. X4c suit
phat hién sy c6 mat cia tré sinh doi hai hop t& bang cich st dung 3 SNP la I-
(0,5)(0,5)(0,5) = 87,5%, trong khi x4c suét phat hién su c6 mat ciia tré sinh doi hai hop
tlr bang cdch st dung 4 SNP 14 1-(0,5)(0,5)(0,5)(0,5) = 93,75%.

Theo mot s6 phuong dn, cdc phdn méu chita alen thai nhi tir tré sinh doi hai hop
tir c6 thé dugc két hop. Vi dy, cdc phin miu chia t€ bao tir tré sinh doi thit nhat c6 thé
doc lap dugc ket hop v6i cdc phdn mau chita t& bao tir tré sinh doi thit hai. Theo mot s6
phuong én, cdc phan méu két hop tir tré sinh doi thi nhat va thi hai c6 thé doc 1ap duoc
dat 1én mot hodc nhi€u day va dénh gid vé bién di di truyén hoic bién di nhiém sic thé

nhu duoc mo ta & day.
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Céc k¥ thuat

Ngay ca khi ADN hoac ARN thai nhi ¢6 mt trong phan nhé ctia miu chia vat
chét di truyén ngudi me va thai nhi, vin c6 thé dé phat hién dugc cdc alen SNP thai nhi
bang cich sit dung cdc phuong phdp phat hién SNP chudn, nhu TAQMAN® PCR. Tuy
nhién, d€ phét hién cdc alen nhd, c6 thé cdn t6i wu héa viéc phat hién bing huynh
quang d€ ngan ngira su chéng chéo tin hiéu ngudi me 1am khuét tin hiéu dac hiéu thai
nhi. Theo mot s6 phuong 4n, thudc nhuém huynh quang t6i wu ding dé danh ddu doan
do dugc chon dé gidm thiéu sy chong chéo. Vi du, thudc nhudm tich biét & phd huynh
quang chudn (400-700 nm) c6 mic chong chéo nhd hon 10% gitta cac biic xa s€ dugc
chon. Theo cdch nay, ngay ca tin hiéu nho (cudng do tin hiéu nhd hon 10%) tir alen
thai nhi khong bi khuat boi tin hiéu ngudi me (cudng do tin hiéu 90%). Theo mot s&
phuong dn, bo loc huynh quang t6i wu dugc chon dé gidm thiéu sy chéng chéo trong
qud trinh phat hién bang biic xa va phdn ciing va phan mém phat hién huynh quang tieu
thu dugc chon dé giam thiéu sy nhiéu tin hiéu. Theo mot s6 phuong 4n, PCR s6 duoc
sir dung dé t6i uu héa ty 1¢ tin hiéu thu duoc so véi tin hiéu co sd.

Céc cong cu tiém nang khdc dé do cudng do alen bao gém 1am khép dudng
cong S va cdc phép phan tich thong ké khic da biét trong linh vuc nay. Theo mot s6
phuong én, dich chuyén Ct dugc do dé phat hién bién di di truyén hoac bién di nhiém
sac thé. Vi du, viéc bao nang cdc t& bao don dé phét hien SNP thai nhi bing héa hoc
TAQMAN® c6 thé cho phép phat hién dong thdi s6 ban sao bit thudng d6i véi SNP
phat hién dugc va, do d6 ca s6 lugng ban sao clia nhiém sic thé twong tng. Néu SNP
nam trén nhiém sic thé 21 thi mic do du SNP twong quan vdi tri s6 Ct va, do do, tuong
quan vdi cd s6 ban sao nhiém séc thé 21. Néu phan ting chita mot t& bio thi s6 ban sao
nhiém sic thé trong t€ bao d6 c6 thé dugc phat hién bang dich chuyén Ct. Trong vi du
nay, viéc st dung du tri s6 Ct ciia t€ bao ngudi me binh thudng sé& thiét lap Ct cho s6
ban sao binh thudng clia hai nhiém sic thé cho méi t& bao va dich chuyén Ct t6i chu ky
s6m c6 thé chi ra sy ¢6 mat clia bién di s6 ban sao.

Nhu duge m6 td & day, cdc phuong phdp giai trinh ty c6 thé dugc st dung dé
sang loc alen thai nhi va/hodc xdc dinh sy ¢6 mat clia bién di di truyén hoic bién di
nhiém sac thé. Theo mot s6 phuong 4n, viéc gidi trinh tu nhanh ¢6 thé duoc sit dung
dudi dang phuong phép khdc d6i v6i day CGH dé phat hién bién di s6 ban sao (vi du,
thu dugc tir bién di di truyén) nhu dugc mo ta, vi du, trong 4n phidm: Xie and Tammi,
BMC Bioinformatics 2009, 10(80). Theo mot s6 phuong 4n, viéc giai trinh tir toan hé
gen c6 thé duoc thuc hién.
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Viéc dinh ki€u gen SNP ciing c¢6 thé dugc thuc hién bing céch sir dung phuong
phdp bat ky da bi€t trong linh vyc nay, bao gém cidc phuong phip qPCR va
TAQMAN®. Nhi¢u phuong phdp héa hoc SNP va thiét bi c6 thé sit dung tir céc hang
san xudt nhu Life Technologies (TAQMANd) (Carlsbad, CA), Illumina
(GOLDENGATE®) (San Diego, CA), Millipore (AMPLIFLUOR®) (Billerica, MA),
va DxS Ltd. (SCORPIONS™) (Manchester UK). Céc dang thi€t bi thu nho ciing c6 thé
stt dung tlr BioTrove (OPENARRA Y™) (Woburn, MA) va Fluidigm (BIOMARK™)
(South San Francisco, CA).

Béang SNP

Béng SNP c6 thé dugc sir dung dé nhan dang céc locut dich trong méu di truyén
nguoi me. Khi da nhan dang dugc cic locut dich nay, ching duoc st dung dé€ xdc dinh
su c6 mat cua alen khong phai ciia ngudi me trong mau hdn hop. Do viéc dinh kiéu gen
mau di truyén ngudi me dé nhan dang locut dich 12 t6n kém va t6n thoi gian, bang SNP
dugc thiét k& d€ chita cic SNP cang it cang t6t. Tuy nhién, bang ndy vin phai chia du
SNP dé nhan dang nhém locut dich di 16n dé cho phép phat hién alen thai nhi trong
méu hdn hop, véi cdc SNP 1a dii thong tin d€ bao toan lugng t& bao xdc dinh trong hoén
hop t&€ bao thai nhi va t&€ bao ngudi me.

Kich thudc bang SNP ty 1¢ nghich véi tdn s6 alen nho clia cic SNP trong bang.
Theo mot s6 phuong 4n, muc dich theo sdng ché 1a nhan dang tir 1 dén 5 t€ bao thai nhi
tr mau hon hgp chita t& bao ngudi me va t€ bao thai nhi. S§ SNP phai dugc ddnh gia dé
dat muc dich nay phu thudc vao tan s6 alen nhd ctia SNP dugc danh gid va s6 t€ bao
dugc dinh kiéu gen. S t& bao phdi dugc dénh gid lai phu thuoc vao mitc do lam giau
mau hon hgp d6i véi t€ bao thai nhi.

Do d6, theo mot s6 phuong 4n, bang SNP dugc thiét k& dé giam thiéu s6 thir
nghiém cdn dé nhan dang cdc locut dong hgp tir (hoic, theo cich khdc, di hop tir) trong
mau ngudi me va di hop tir (hodc, theo cdch khic, déng hop tir) trong miu hdén hop
chia vat chat di truyén ngudi me va thai nhi. Theo mot s6 phuong 4n, bang SNP duogc
thiét k& d€ nhan dang tir 1 dén 20 SNP ngudi me déng hop ti cho mébi bang SNP dic
hiéu nhiém sic thé. Theo mot s phuong 4n, bang SNP dugc thiét k& dé phat hién s6
SNP ngudi me dong hop tir cho mdi bang dac hiéu nhiém sic thé 13, 1a khoang, 1a it
nhét, la it nhat khoang, nhd hon hodc bang, nhd hon hodc bing khoang 1 , 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10,11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hodc 20 SNP, hoic khoang dugc xic dinh

bang hai tri s6 bét ky trong s6 cdc tri s6 ding trudc. Theo phuong 4n duoc uu tién,
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bang SNP dugc thiét k& d€ nhan dang tir 5 dén 10 SNP ngudi me déng hop ti cho méi
bang SNP déc hi¢u nhiém sac thé. T6t hon, néu bang SNP dugc thiét k& dé nhan dang 7
SNP ngudi me dong hop tit cho méi bing SNP dic hieu nhiém sic thé. Vi du, nhu duoc
thé hién trong bang 2, d6i véi SNP trong HWE khi p?= 0,25, cdn bang chita 20 SNP dé
nhén dang 10 SNP ma miu ngudi me 12 déng hop ti.

Mot s6 bang SNP dac hi¢u nhiém sic thé, t6t hon 12 bao gém it nhat mot bang
ddc hiéu nhiém sac thé d6i chiing, c6 thé dugc két hop dé tao ra bing SNP dé dinh kiéu
gen vat chat di truyén ngudi me. Mbi bang dic hiéu nhiém sic thé dugc thiét k& dé tao
ra nhém locut dich d6i v6i nhiém sic thé d6. T6t hon, néu bang SNP dic hiéu nhiém
sac thé chita tir 5 dén 100 SNP doc nhat. T6t hon, néu téng s6 SNP trong bang dac hiéu
nhiém sac thé nam trong khoang ti 5 dén 30 SNP doc nhét. T6t hon, néu téng s6 SNP
trong bang dac hiéu nhiém sic thé 1a 20 SNP. Theo mot s6 phuong 4n, téng s6 SNP
trong bang dac hiéu nhiém sic thé 13, 1a khoang, 1a it nhat, 12 it nhat khoang, nhd hon
hodc bang, nhd hon hoic bing khoang 5, 6, 7, 8,9, 10, 1 1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 hodc 100 SNP, hoic khodng dugc x4c dinh bing
hai tri s6 bat ky trong s cdc tri s6 ding trudc.

Céc bang SNP ¢6 thé chita mot hodc nhiéu bang dac hiéu nhiém sic thé. Bang
SNP dac hiéu nhiém séc thé c6 thé chita cdc SNP nim trén nhidm sic thé sinh dudng,
tot hon 1a SNP ndm trén cdc nhiém sic thé d& bi thé boi khong chinh trong cdc hoi
ching lién quan 1am sang. T6t hon, néu bang SNP dic hiéu nhiém sic thé chita SNP
nam trén nhiém sic thé 13, 18, 21, X, va Y. Bang dic hiéu nhiém sic thé ciing c6 thé
1a bang dac hi¢u nhiém sic thé d6i ching. T6t hon, néu bing dic hicu nhidm sic thé
doi chiing chita SNP nim trén nhiém sic thé khong dé& bj thé boi khong chinh hoac vi
tri ma thé boi khong chinh khong twong thich véi kha nang song, thudng 1a cdc nhiém
sac thé 16n hon dugc ky hiéu bing cdc chi s6 thdp hon (vi du, nhiém séc thé 1, 2 hoic
3). Tot hon, n€u bang dic hiéu nhiém séc thé d6i chiing chita SNP nim trén nhidm sic
thé 1, 2 hogc 3. Ngoai ra, bing SNP dic hiéu nhim séc thé ciing c6 thé chita SNP nim
trén nhiém sac thé dc hi¢u gidi tinh. Theo mot s6 phuong 4n, bang khong dac hiéu véi
nhiém sac thé cy thé. Theo mot s6 phuong 4n, bang d6i chiing khong phai 1a bang SNP
ddc hi¢u nhiém sac thé. Vi du, cdc doan méi ¢6 thé dugc sit dung dé khuéch dai ving
dac hiéu nhiém sic thé s& dung 1am d6i chiing.

Theo mot s6 phuong 4n, bang SNP chita nhi€u hon mot bang dic hiéu nhiém sic
thé, trong d6 bang dac hiéu nhiém sic thé nay ding cho cdc SNP trén nhiém séc thé 1,
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2,3,4,5,6,7,8,9,10,1 1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, X hoic Y. Theo
mot sO phuong an, bang SNP chiva 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 1 1, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22 hodc 23 bang dac hiéu nhiém sic thé, hoic khoang duoc x4c dinh
bang hai tri s6 bt ky trong s6 cdc tri s6 ding trudc. Theo mot s6 phuong 4n, tdng s6
SNP trong bang l1a N*s6 SNP trén bang dac hiéu nhiém sic thé, trong d6 N 13 s6 bang
dac hiéu nhiém sic thé trong bang SNP.

Mot s6 yéu t6 c6 thé duge xem xét dé chon céc locut cho bang dinh kiéu gen.
Vi du, can bang Hardy-Weinberg ("HWE") c6 thé duoc st dung dé tinh x4c sudt tan s6
alen ctia SNP. Theo mét s6 phuong 4n, xdc sudt alen trong SNP duoc chon dugc tinh
theo phuong trinh sau: p*+ 2pq + g% = 1. Vi dy, SNP c6 miic di hop tir bing 0,5 c6 thé
dugc chon. HWE dugc wu tién, do cdc SNP khong ¢6 trong HWE 1a cdc SNP khong di
truyén, han ché tién ich ctia chiing, hoic c6 thé 1a do héa hoc dinh kiéu gen sai léch.

Céc SNP ¢6 mot alen uu th€ vé tinh déng hop tir so v6i phén 16n cdc haplotyp da
bi€t ciing c6 thé dugc st dung. Theo mot s6 phuong 4n, SNP ¢6 kiéu gen nguoi me
dong hop tl (pp hodc qq) & tin s6 nhd hon 0,25 va kiéu gen dong hop tir d6i dién & tdn
s6 16n hon 0,25 duoc chon.

Theo mét s6 phuong dn, SNP ¢6 tdn s6 ndm trong khoang tir 30% dén 50% doi
v6i alen nho khi do tat ca cdc nhém quan thé chinh. Theo phuong 4n dugc uu tién, SNP
c6 tin s6 nam trong khoang ti 49% dén 50% d6i v6i alen nho. Theo mot s6 phuong an,
SNP c6 tén s 13, la khoang, 1a it nhat, 1a it nhét khoang, nhd hon hoac bing, nhd hon
hodc bang khoang 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 31%, 38%, 39%, 40%,
41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49% hodc 50% doi véi alen nhd, hoic
khodng dugc xdc dinh bang hai tri s6 bét k¥ trong s6 cdc tri s6 ding trudc.

Céc phuong an clia sdang ché

Mot phuong én cua sing ché€ 1a phuong phép phat hién alen thai nhi, bao gém:
thu mau chtta hén hop t€ bao ngudi me va t€ bao thai nhi; 1am gidu & bao thai nhi
trong méu; chia mau da lam giau thanh cic méu nho; thuc hién khuéch dai toan hé gen
doi v6i miu nho d€ tao ra san phdm hé gen da khuéch dai; chia san phdm hé gen da
khué&ch dai thanh cdc phdn mau; nhan dang cdc locut dich & d6 vat chat di truyén ca t&
bao ngudi me 12 dong hop tl d6i vdi alen nho; chon locut thir nghiém tir cac locut dich
ndy; sang loc phan méu vé alen khong phai clia ngudi me (kiéu gen di hop tir) & locut
thit nghiém, trong d6 sy c6 mat ciia alen khong phai ctia ngudi me (kiéu gen di hop tir)
chi ra sy c6 mat clia alen thai nhi trong san phdm hé gen da khuéch dai; va nhan dang it

nhat mot alen thai nhi.
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Phuong 4n khéc clia sdng ch€ 1a phuong phdp phét hién bién di di truyén thai
nhi, bao gom: phuong phdp nhan dang alen thai nhi trong m&u hdn hop t€ bao ngudi
me va t€ bao thai nhi, bao gém: thu mau chia hén hop t€ bao ngudi me va t€ bao thai
nhi; 1am giau t€ bao thai nhi trong miu; chia miu da 1am giau thanh cic mau nhd, mbi
mau nho chita khong qud mot t&€ bao; nhan dang bang chia it nhit mot locut & dé vat
chat di truyén cla t&€ bao ngudi me 1a dong hop tir d6i v6i alen nhd; chon locut thir
nghiém tir c4c locut dich nay; sang loc mau nho vé alen khong phai clia ngudi me (kiéu
gen di hop tlr) & locut thir nghiém chon dugc tir bang, trong dé su c6 mit cla alen
khong phai ctia ngudi me (kiéu gen di hop tl) chi ra sy ¢6 mat cia alen thai nhi trong
mau nho; va nhan dang it nhat mot alen thai nhi; va xdc dinh ty 1¢ cdc alen di truyén
clia ngudi bé va nguodi me trong miu nhd chifa alen thai nhi, trong d6 ty 1& niy duoc
phan tich dé xé4c dinh sy c6 mit ctia bién di di truyén.

Phuong dn khéc clia sdng ché& la phuong phap phét hién alen thai nhi, bao gom:
thu mau chita hén hop t&€ bao ngudi me va t&€ bao thai nhi; chia mau thanh cic miu nho;
thuc hién khuéch dai so bo d6i v6i miu nho dé tao ra sin phdm khuéch dai; chia san
phdm khuéch dai thanh cdc phan mau; chon cic locut dich va xdc dinh vat chat di
truyén ctia t€ bao ngudi me 1a déng hop tlt hay di hop tr & nhém céc locut dich dé dinh
ki€u gen ngudi me; chon locut thir nghiém tit cdc locut dich ndy; sing loc phdn miu vé
ki€u gen khdc véi kiéu gen ngudi me & locut thir nghiém, trong d6 su c¢6 mat cha kiéu
gen khic véi ki€u gen ngudi me chi ra sy c6 mat clia alen thai nhi trong san phim
khuéch dai; va nhan dang it nhat mot alen thai nhi.

Phuong dn khdc cta sing ché 1a phuong phdp phét hién alen thai nhi, bao gém:
thu mau chita hén hop t&€ bao ngudi me va t€ bio thai nhi; chia mau thanh cdc méu nhd;
nhan dang bang chifa it nhat mot locut dich va xdc dinh vat chat di truyén ca t€ bao
ngudi me 1a dong hop tir hay di hop tir d6i véi it nhdt mot locut dich dé dinh kiéu gen
nguoi me; chon locut thit nghiém tir it nhdt mot locut dich; sang loc miu nho vé kiéu
gen khic véi kiéu gen ngudi me & locut thir nghiém chon dugc tir bang, trong d6 su ¢6
mat cia kiéu gen khdc véi kiéu gen ngudi me chi ra su ¢6 mit clia alen thai nhi trong
mau nhd; va nhan dang it nhat mot alen thai nhi.

Céc phuong 4n cla sing ché c6 thé bao gom mot hodc nhiéu phuong 4n sau:
phuong phép con bao gom budc lam giau t€ bao thai nhi trong méu; phuong phép trong
d6 budc lam giau bao gém viéc sinh san biét héa t& bao thai nhi vuot qui & bio ngudi
me; phuong phip con bao gom budc phan tich san phdm khuéch dai duoc x4c dinh 1a
chita alen thai nhi d€ phét hién bién di di truyén thai nhi; phuong phép trong d6 bi¢n di
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di truyén thai nhi dugc chon tir nhém bao gém thé boi khong chinh, vi mét doan, vi
nhén doi, va dot bién hodc bién di di truyén khac; phuong phép con bao gém budc
phan tich san phdm khuéch dai dugc x4c dinh 1a chia alen thai nhi dé phat hién su c6
mat clia dang khdm; phuong phdp cdn bao gém budc phan tich sin phdm khuéch dai
dugc xéc dinh 1a chita alen thai nhi dé bhe’tt hién su c6 mat cta tré sinh doi hai hop ti;
phuong phdp trong d6 budc khuéch dai so bd bao gom khuéch dai toan hé gen hoic
khuéch dai toan hé phién ma; phuong phép trong dé cdc locut dich 1a déng hop tir vé
kiéu gen ngudi me; phuong phép trong d6 céc locut dich 1a di hop tir vé kiéu gen ngudi
me; phuong phdp trong d6 cic locut dich bao gém hén hop cac locut déng hop tir va di
hop tir vé ki€u gen ngudi me; phuong phdp trong d6 san phdm khuéch dai bao gém
ADN hé¢ gen; phuong phédp trong d6 san phdm khuéch dai bao gébm ADN b§ tro;
phuong phdp trong d6 budc dinh kiéu gen ngudi me bao gém viéc sit dung bang SNP
dé dinh kiéu gen mau vat chét di truyén ngudi me tit cling c4 thé 13 ngudn t€ bao ngudi
me; phuong phép trong d6 ngudn vat chét di truyén ngudi me duoc chon tir nhém bao
gébm mdu, huyét thanh, huyét twong, nudc tiéu, gac thdim mau cé tir cung hoic gac
thdm mau trong khoang miéng; phuong phép trong d6 ngudn vat chét di truyén ngudi
me dugc chon tir nhém bao gébm mau hodc gac thdm mau trong khoang miéng; phuong
phép trong d6 budc chon locut thir nghiém bao gém viéc sang loc hoidc dinh kiéu gen
mau chita cic axit nucleic vo bao clia ngudi me va thai nhi vé kiéu gen khéc véi kiéu
gen ngudi me & locut dich, va chon locut dich ¢6 kiéu gen khong phai clia ngudi me
trong méu axit nucleic v6 bao lam locut thir nghiém; phuong phdp trong d6 kiéu gen
khong phai cuia nguoi me 1a dong hop tir; phuong phdp trong d6 kiéu gen khong phai
cua nguoi me 1a di hop tlr; phuong phdp trong dé nguén miu chita céc axit nucleic vo
bao clia ngudi me va thai nhi 12 mdu, huyét thanh, huyét tuong, nuéc tiéu hoic gac
thdm mau c6 ti cung tir phu nit mang thai; phuong phip bao gém chon va sang loc
nhiéu hon mot locut thir nghiém trong mot phan mau; phuong phap bao gdm chon va
sang loc nhiéu hon mot locut thir nghiém & nhiéu hon mot phan méu; phuong phap bao
gém chon va sang loc mot locut thir nghiém trong mot phan mau; phuong phip bao
gém chon va sang loc mot locut thir nghiém trong nhiéu hon mot phan mau; phuong
phdp trong d6 moéi miu nho chia khong qua mot t€ bao; phuong phap con bao gém két
hgp céc nhém chita hai hodc nhiéu phin miu trude khi sang loc; phuong phép trong d6
budc két hgp bao gom viéc st dung hé chi s6 héa gdm céc hang va cot cha céc 16 chita
cdc phan méau; phuong phép trong d6 s6 hang va cot doc 1ap ndm trong khoang tir 2 dén
1000; phuong phdp trong dé s6 hang va cot doc 1ap ndm trong khodng tir 8 dén 100;
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phuong phép trong d6 s6 hang va cot doc 1ap nam trong khoang tir 16 dén 24; phuong
phép trong d6 it nhat mot locut dich 1a dong hop tir vé ki€u gen ngudi me; phuong phap
trong d6 it nhat mot locut dich 1a di hop tlr vé kiéu gen ngudi me; phuong phap trong
d6 bang bao gébm hoén hop cic locut dich dong hop tir va di hop tit; phuong phdp con
bao gom budc xdc dinh cudong do tin hiéu trong méu nhd chia alen thai nhi, trong d6
cudng do tin hiéu dugc phan tich d€ xdc dinh sy c6 mat cha bién di di truyén; phuong
phdp con bao gom budc xdc dinh sy biéu hién qui mic hodc dusi mitc céc trinh tu
nhiém sic thé trong méu nhd chia alen thai nhi so v6i miu nhd chia alen ngudi me,
trong d6 sy bi€u hién qud mic hodc dudi mitc duge st dung dé xdc dinh su c6 mat cua
thé boi khong chinh, vi mat doan hodc vi nhan d6i ctia nhiém séc thé; phuong phép con
bao goém budc xdc dinh cudng do tin hiéu trong mau nhd bao gém alen thai nhi, trong
d6 cudng do tin hi¢u dugc phan tich d€ xdc dinh su c6 mat chia dang kham; phuong
phdp con bao gém budc xdc dinh s6 ban sao alen trong mau nhd chia alen thai nhi,
trong d6 s6 ban sao alen dugc phan tich d€ xdc dinh sy c6 mat clia dang kham; phuong
phdp con bao gom budc xac dinh s§ ban sao alen trong miu nhd bao gém alen thai nhi,
trong d6 s6 ban sao alen dugc phan tich d€ xéc dinh sy ¢6 mat clia bién di di truyén;
phuong phdp trong d6 budc dinh ki€u gen ngudi me bao gém viéc sir dung bang SNP
dé dinh kiéu gen miu vat chat di truyén ngudi me tir cling c4 thé 12 ngudn t& bao ngudi
me; phuong phép trong d6 locut dich 1a dong hop tir va locut thit nghiém 1a di hop tir;
phuong phép trong d6 locut dich 1a di hop tir va locut thir nghiém 1a déng hop ti;
phuong phap trong d6 bang bao gom hén hop céc locut dich déng hop ti va di hop ti;
phuong phép trong d6 bang SNP la bing SNP nhu dugc mo ta & day; va phuong phap
trong d6 bang nay 1a bang chita it nhat 5 locut.

Phuong én khdc cua sdng ch€ la phuong phdp phat hién alen ngudi bs mang
thong tin, bao gém: thu mau chita hén hop t€ bao ngudi me va t€ bao thai nhi; tiy ¥
lam giau t€ bao thai nhi trong miu; chia miu hoic miu da 1am giau thanh cdc méiu
nho; tlly ¥ chia sin phdm khuéch dai thanh cdc phin miu; tiy ¥ chon nhém céc locut
dich; xdc dinh vat chét di truyén clia t& bao ngudi me 12 dong hop tir hay di hop tir &
nhém céc locut dich d€ dinh kiéu gen ngudi me; tiy ¥ chon locut thir nghiém tir nhém
cac locut dich, trong d6 budc chon tity y bao gom viéc sang loc méu chita hén hop céc
axit nucleic ngudi me va thai nhi vé ki€u gen khéc véi kiéu gen ngudi me & locut dich,
va chon locut dich c6 kiéu gen khong phai clia ngudi me trong mau chita hdn hop axit
nucleic ngudi me va thai nhi 1am locut thir nghiém; viéc sang loc hoac dinh kiéu gen
phian miu hodc mau nhé vé sy c6 mat cia alen ngudi b mang thong tin, trong dé budic
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sang loc tlly ¥ bao gom viéc sang loc phdn mau vé kiéu gen khéc véi kiéu gen nguoi
me §& it nhat mot locut dich hoac locut thir nghiém, va trong d6 su c6 mit clia kiéu gen
khdc v6i ki€u gen ngudi me chi ra sy ¢6 mat ciia alen ngudi bé mang thong tin trong
phan méu; va nhan dang sy c6 mat cha it nhat mot alen ngudi b6 mang thong tin & it
nhdt mot phan miu. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phdp con bao gém: tiy ¥ 14y mot
phén ctia phdn miu dugc x4c dinh 1a chia alen ngudi bd mang thong tin; va phan tich
phan méu hodc phdn di 14y cla san phdm khuéch dai dugc xé4c dinh 1a chita alen ngudi
bd mang thong tin d€ phat hién bién di di truyén.

Mot s6 phuong 4n clia sing ch& bao gém: bang SNP trong dé bang dic hiéu
nhiém sic thé dugc dinh hudng t6i nhiém séic thé bi thé boi khong chinh duoc chon tir
nhém bao gom nhiém sic thé 13, 18, 21, X va Y; va bang SNP con bao gém bang dic
hiéu nhiém sac thé d6i ching dugc dinh huéng t6i nhiém sic thé d6i ching dugc chon
tlr nhém bao gém nhiém sic thé 1, 2 va 3.

Thuét nglt sang loc nhu dugc st dung trong it nhat mot trong s6 cdc tai licu wu
tién néu trén bao gom cidc phuong phép sang loc va dinh kiéu gen dugc mo ta & day.
Ngoai ra, cdc thuat ngit alen dong hop tl hodc di hop tir nhw duge st dung trong it nhat
mot trong s6 cdc tai liéu wu tién trén day doi khi dugc dé cap trong ban mo ta nay 1a
locut hodc cdc locut dong hop it hoac di hop tit, hoac kiéu gen déng hop tir hoic di hop
tir. Ngoai ra, thuat ngit khué&ch dai so bo nhu duge sit dung trong it nhat mot trong s6
cdc tai liéu wu tién néu trén dugc dung & day dé chi khuéch dai miu nho.

Cac vi du duéi day dugc mo ta chi nhdm muc dich minh hoa.

Vi du thuce hién sang ché
Vidul

Vi du sau bao goém viéc phdt hién mau thai nhi trén co s& PCR, tiép theo bing
WGA. T¢ bao, tiy ¥ hén hop 1am giau chita t€ bao ngudi me va t&€ bio thai nhi, dugc
tao huyén phil trong dung dich dém nhu PBS va cho vio dung dich dém thi hai v6i héa
chét thich hop lam tan t€ bao va PCR. Tié€p theo, t€ bao trong dung dich dém tuong
thich PCR dugc phéan chia thanh cdc hén hop phan ing riéng 1€, vi du bing cach sit
dung nap ddu dé tach ddu cdc t€ bao riéng ré trong dung dich dém Iam tan va dung
dich dém PCR. T6t hon, néu phuong phdp nay sit dung héa chét lam tan t&€ bao mot
budc, va khuéch dai céc axit nucleic dich ma khong cén bd sung chét phan ting sau khi
bao nang. Tot hon, n€u phuong phdp nay ciing khong st dung budc tinh ché ADN
truée khi khuéch dai ADN. Tiép theo, mdi phan tng &€ bao don binh thudng dugc thuc
hién chu ky nhiét gia nhiét va 1am lanh véi viéc phat hién mau do huynh quang dac
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hiéu thai nhi trong sudt chu ky nhiét hodc vao cudi chu ky cudi va phat hién tit ca cac
0 chua t&€ bao thai nhi (tic 12 mot hoac nhiéu). Trong trudng hop wu tién, mot t& bao
cho méi phan tng dugc thu, song cdc phan dng bao gébm mot t&€ bao thai nhi v mot vai
dén nhicu t& bao ngudi me s& vin nhan dang mot céch chinh x4c sy c6 mit hoic khong
c6 mat clia t& bao thai nhi. Mién 1a phép phan tich hé gen ti€p theo cho phép miic 14n
tap tuong duong (tic 12 mot t€ bao thai nhi va hai t€ bao ngudi me tuong duong véi
33% ADN thai nhi tinh khiét) thi nhiéu hon mot t& bao thai nhi cho méi phan tng 1a
chap nhan dugc. Mbi 6 duong tinh tily ¥ dugc gom vao binh chung duy nhat. Hén hop
phan dng dac hiéu thai nhi da gom nay dugc thuc hién cdc quy trinh tinh ché ADN,
nhu loai bd ARN va protein. Sau budc tinh ché tuy ¥ nay, axit nucleic dugc chay WGA
bang hoéa chit tuong thich bit ky. Cic phuong phap dung cho WGA bao gém: phan
ing chudi polymeraza st dung mdi oligonucleotit bién tinh (Degenerate
oligonucleotide primed polymerase chain reaction ("DOP-PCR")), PCR néi (Ligation
mediated PCR ("LM-PCR")), khuéch dai thay th€ soi (Strand Displacement
amplification ("SDA")) v6i polymeraza ®-29 hoac cic quy trinh két hop khic
(Rubicon Genomics hodc NuGen). Sau WGA, ADN hé gen da khuéch dai thu duoc
duogc st dung cho phan tich di truyén, vi dy, lai hé gen tuong ddi (comparative genomic
hybridization ("CGH")) hoac giai trinh tu hé¢ gen ddy du. C6 nhi¢u phuong phap duoc
stt dung cho CGH, bao gém day BAC hoac day oligo. Ciing c6 nhiéu phuong phép gidi
trinh tu bao gom giai trinh tu Sanger trén co s& mao din chuin va cdc phuong phép gidi
trinh tu cong sudt cao "thé hé k& ti€p" bao gdbm céac phuong phép Solexa/Illumina (San
Diego, CA), Complete Genomics (Mountain View, CA), Roche/454 (Branford, CT), va
Life Technologies (SOLiD™) (Carlsbad, CA).
Vidu?2

Vi du sau phét hién ADN thai nhi tlt t& bao bao gom tach t& bao vao cdc bubng
phin tng riéng biét, sau d6 thuc hién WGA, ti€p theo chia m6i hén hop phan tng
thanh nhiu phan mau d¢ phat hién alen thai nhi bing PCR, va ti€p theo tily ¥ thu gom
cdc phan miu két hop c6 phan tng duong tinh thai nhi dé phan tich di truyén, vi du,
CGH hoac giai trinh tu. Cic t€ bao, tlly ¥ hon hop lam gidu chita t€ bao thai nhi va t&
bao nguoi me, dugc cho vao cic budng phan dng riéng biét chita cic dung dich dém va
chat phan tng thich hop cho viéc 1am tan t€ bao va WGA. Hén hop nay c¢6 thé & trong
cdc pha nudc va dau xen k€ trong cdc mao din hoic trong dia dé cho phép bd sung chat

phan ting nhiéu buéc. G dang dia, trudc hét t& bao duogc téi huyén phi & ty 1é 100,000
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t€ bao trong 20041, va dat vao 16 ctia dia ¢6 96 16. Ti€p theo, bing cdch sit dung céc ky
thuat pipet vi luong chudn, nhu k§ thuat TECAN (Ménnedorf, Switzerland), LabCyte
(Sunnyvale, CA) hodc cdc ky thuat khic, 10nL huyén phu t€ bao chifa trung binh 1, 2,
3, 4 hoac 5 t€ bao dugc chuyén sang dia mat do cao chita, vi du, 1536 hoic 3456 15. Si
dung cdc héa chit WGA chudn. Vi du, b3 sung 90nL chét phan wng ding cho WGA
vao mdi 10nL thé tich t€ bao, bit kin dia bing ddu dé ngan bay hoi, va héa hoc WGA
dugc thuc hién. Sau WGA, 1én dén 25nL, chita nhiéu ban sao ADN hé gen da khuéch
dai tir tdt ca cdc t€ bao trong hén hop phan tng ndy, duge chuyén sang dia mat do cao
thit hai. Ti€p theo, phdn mau lén dén 100nL chét phan dng PCR chita cic doan méi va
doan dd dé nhan dang cdc hén hgp phan tng chita ADN thai nhi dugc sang loc bang
cdch st dung locut dich tir bang SNP nhu dugc mo ta & day. Cic hén hop phan tng
duong tinh v6i ADN thai nhi dugc sir dung, tiy ¥ sau khi thu gom, dé phan tich hé gen
xudi dong, bao gobm CGH hodc giai trinh ty. Cdc hén hop phan ting dugc tinh ché trude
khi lai CGH hoac giai trinh tu.
Vidu3

Trong vi du nay, SNP nim trén nhiém séc thé 21 dugc chon dé 1ap bang. Can
bang Hardy-Weinberg ("HWE") dugc st dung dé tinh x4c sudt tdn s& alen. Mot alen c6
uu th€ vé tinh déng hop tir so v6i phén 16n cdc haplotyp di biét. Kidu gen ngudi me 12
dong hop ti (pp hodc qq) ¢ tdn s6 nhd hon 0,25 va kiéu gen déng hop tir d6i dién c6 tan
s6 16n hon 0,25, va xdc suét alen dugc tinh bing phuong trinh sau: p* + 2pq + ¢* = 1.
SNP nay dugc di truyén theo dinh luat Menden.
Vidu 4

Trong vi du nay, bing dé xudt bao gém chon SNP & HWE, trong dé ty 1& p? va
q*12 0,25, va tinh di hop tit 1 0,5. V6i cdc ty 1é ndy, viéc tim cdc SNP nguoi me dong
hop tir chi can thong ké 20 SNP dé tim 10 SNP trong d6 miu ngudi me 1a déng hop tir
(20%(0,25+0,25)). Doi véi SNP déng hop tir cho trude bat ky, quin thé bao gém thai
nhi ¢6 thé c6 xdc suét di hop tlr 12 0,5. i v6i SNP ngudi me déng hop tir thit nhat, xdc
sudt thai nhi di hop ti 12 0,5, d6i v6i tdng xdc sudt 0,5. D6i v6i SNP ngudi me dong
hop tir thit nh4t va thd hai, x4c sudt két hop la 1-(0,5%0,5) = 0,75. Xac suit két hop cia
7 SNP 14 0,992.
Vidu5

Trong vi du nay, phu nit mang thai & tudn 14. D€ phat hién thai c6 bo ba nhiém
sac thé 21 , bac s§ 14y 30mL méu m4u va € bao biéu mo tir phu nit mang thai nay lan
luot bang cach tiém tinh mach va 1dy gac thdm mau trong khoang miéng.
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Bang SNP dugc thiét k& Hai muoi SNP v6i méi SNP tir nhiém sic thé 1 va 21
(tic 1a 40 locut dich) dugc chon d€ 1ap bang, v6i mdi SNP c6 tan s6 alen nhd 49% & tat
ca cdc quan thé chinh. ADN ngudi me dugc chiét tir gac th4m mau trong khoang miéng
va dinh kiéu gen béng cdch st dung bing SNP. Hai muoi SNP tir bang nay tao ra kiéu
gen dong hop tir (tic 1a cic locut dich) va dugc chon dé tiép tuc dinh kiéu gen trong
hén hop t€ bao ngudi me va t€ bao thai nhi tir mau mau.

Méu méu dugc lam giau t6i ty 1& 1:10000 (t€ bao thai nhi:t€ bao ngudi me) bing
cach cho mau qua FICOLL™ ([location]), ti€p theo hat tit tinh Miltenyi (Gladbach,
Germany). Méau méu da lam giau dugc tao huyén phd trong dung dich chita chat dém
lam tan va chét phin tng PCR. Ti€p theo, mau dugc két hop véi nip ddu va dua vao
thi€t bi vi léng sao cho miu dugc chia thanh cdc miu nhd ma méi miu nhod chita khong
qud mot € bao. Khi di & trong thiét bi vi 10ng, cdc miu nhd trdi qua qué trinh tan t&
bao mot budc, ti€p theo khuéch dai PCR nhu dugc mo ta duéi day.

Viéc tinh toan dugc thuc hién dé x4c dinh ring v6i néng do 1:10000 (t& bao thai
nhi:t€ bao ngudi me), thi cdn 50000 t&€ bao duge sang loc dé phat hién 5 locut dj hop tir
doi v6i SNP ¢6 tan s6 alen nho bing 49%.

Nhom thit nhat gom 50000 miu nhé (va do d6 50000 t&€ bao) dugc sang loc timg
mau nhé (va do d6 timg t&€ bao) doi v6i SNP thit nhat trén mbi nhiém sic thé 1 va 21
(téc 1a téng hai locut) béng céch sit dung qPCR da thanh phin v6i hé TAQMAN®.
Khong c6 kiéu gen di hop tir dugc nhan dang d6i v6i SNP trén nhiém sic thé 1 hodc 21.
Tiép theo, nhém thit hai gém 50000 miu nhé duogc sang loc tiing miu nhd déi véi SNP
thtt hai trén méi nhiém sic thé 1 va 21. SNP trén nhiém séic thé 1 12 di hop tix (chi ra su
c6 mét cla alen thai nhi), trong khi SNP trén nhiém sic thé 21 1a dong hop tir. Tiép
theo, nhém thit ba gom 50000 miu nhoé duge sang loc ting mau nhd dsi v6i SNP tha
ba trén moi nhiém sac thé 1 va 21. Lic ndy, SNP trén nhiém sic thé 21 1a di hop tir va
khong con dinh kiéu gen duoc nita.

Ty 1¢ alen tir SNP thit ba trén nhiém sic thé 21 dugc phan tich dé phat hién su c6
mit clia thé boi khong chinh. Do cudng do alen ctia alen c6 nguén géc ngudi me (C) so
vGi alen c6 ngudn goc ngudi b (G) 1a 2:1 (tic 1a CCG), bo ba nhidm séc thé 21 duoc
phat hién.

Vidu6

Trong vi du nay, t€ bao thai nhi va t€ bao trudng thanh dugc nuéi cdy véi su c6
mat clia cdc yéu t6 khic nhau d€ danh gid tdc dung clia ching doi véi viéc sinh san biét
héa cua t€ bao thai nhi. Cac yéu t6 nay 12 yé&u 6 t€ bao goc & 50ng/mL, IL-3 & Sng/nL,
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IL-6 & 5Sng/mL, EPO & 1,5 LVmL, TPO & 100ng/mL, va Flt-3 & 50ng/mL. T€ bao st
dung 1a € bao CD34+ duong tinh tinh ché€ dugc tir méu ngoai vi clia ngudi cho di dong
trudng thanh va t€ bao CD34+ duong tinh tinh ché& dugc tir mo gan thai mua duoc tir
Cambrex (Walkersville, MD). T€ bao dugc cdy & mat do 10000 t&€ bao/mL vao dia nuoi
cdy mo loai 24 16. T€ bao dugc 0 trong moi trudng HPGM chita 50 don vi/mL
penixilin, 50ug/mL streptomyxin sulfat, va hoén hgp xytokin trong 6 ngay & 37°C va
5% CO, trong budng giit 4m. Sau 6 ngdy, phdn miu t& bao dugc d&€m thi cong bing
héng cdu k& va tng sd t&€ bao dugc tinh bang cdch st dung cong thic chudn. Phdn miu
b6 sung duoc sir dung dé thir nghiém tdng mitc ATP (twong quan tuyén tinh véi téng s6
t€ bao) bang cich sl dung kit thir nghiém VIALIGHT® (Cambrex, Walkersville, MD).

Trong moi trudong hop do, t€ bao thai nhi sinh san nhiéu hon t& bao trudng thanh
(vi dy, so sanh cot 4 v6i cot 7 & bang 4). Cot cudi clia bang 4 cho thay ty 1é t& bao thai
nhi v6i t€ bao truéng thanh trong cic diéu kién sinh trudng xdc dinh. Trong moi trudng
hop do ty 1¢ ndy, t€ bao thai nhi c6 s6 luong nhi€u hon sau khi sinh san.
Vidu7

Vi du nay mo6 ta viéc phét hién ADN thai nhi tir t€ bao bao gém viéc phan lap t&
bao vao cdc budng phdn ting riéng biét, ti€p theo WGA, va phat hién truc tiép bién di di
truyén. T€ bao, tily ¥ hén hop di 1am gidu chia t& bao thai nhi va t& bao ngudi me,
dugc cho vao cdc budng phan ting riéng biét chita chat dém va chét phén tng thich hop
cho viéc 1am tan t€ bao vA WGA. O dang dia, trudc hét € bao dugc tai huyén phu &
100.000 t€ bao trong 20041, va dat vao 16 cla tdm loai 96 16. Tiép theo, bing céch sir
dung céc ky thuat pipet vi lugng, nhu ky thuat TECAN (Méinnedorf, Switzerland),
LabCyte (Sunnyvale, CA) hoac k¥ thuat khdc, 10nL huyén ph t€ bao chita trung binh
1,2, 3, 4 hodc 5 t& bao dugc chuyén sang dia mat do cao chia, vi du, 1536 hoic 3456
16. Sir dung héa chat WGA chuén. Vi dy, b8 sung 90nL chit phan ting diing cho WGA
vao mbi 10nL thé tich t& bao, bit kin dia bing diu d€ ngan bay hoi, va héa hoc WGA
dugc thuc hién. Sau WGA, chét phan tng PCR chita doan méi va doan do dé nhan
dang cdc hon hop phén ting chita ADN thai nhi dugc b8 sung vao dé khuéch dai locut
dich tr bAng SNP nhu dugc mo ta & day. Cac hén hop phan tng dwong tinh véi ADN
thai nhi dugc phat hién truc ti€p bang céch sit dung doan do bay trong budng phan tng.
Sau khi lai dich, cic 16 dugc rira d€ loai bd ADN khong dich va chit phan tng khong

phan tGng. Tiép theo, céc san phdm lai dic hiéu dugc phat hién bing cach skt dung cic
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phuong phdp héa hoc chudn, nhu den hiéu phén tir. Ty 1¢ trinh tu thai nhi va ngudi me
¢6 thé dugc st dung dé x4c dinh bién di di truyén.
Vidu 8§

Trong vi du nay, 40ml mdu dugc 14y tir phu nit mang thai va két hop véi chat
chong ngung két chudn (vi du, EDTA), ti€p theo chuyén téi vi tri xir Iy. 12ml huyét
tuong dugc 14y tir mau va chi€t ADN vo bao. Phdn méu clia mau toan phdn hoic PBMC
duoc 1dy dé dinh kiéu gen ngudi me.

Viéc 1am giau theo gradien dugc thuc hién dé loai bd hong cdu, bao gém l1am
tan héng ciu. Phép phan loai t€ bao dugc hoat héa tir tinh (Magnetic activated cell
sorting: MACS) dugc st dung dé 1am tan t€ bao ngudi me dé thu dugc dusi 500000
téng s6 t&€ bao. Viéc phan loai t€ bao duge st dung dé 1am gidu phan doan thai nhi t6i
téng s6 10000 t& bao. Cac t€ bao nay dugc chia cho A = 1 t& bao/hén hop phan tng véi
thé tich thich hop. T€ bao dugc 1am tan truc ti€p va dung dich twong thich PCR dugc
tao ra, c6 thé bd sung dung dich trung hoa. Chat phan ting WGA dugc b8 sung vao hén
hop phén ting d€ c6 tong thé tich 1a 100nL. WGA duoc thuc hién déi véi téng cong tir
10 dén 10000 téng duong lugng ADN hé gen (trong d6 hén hop phan dng ban ddu chia
mot duong lugng hé gen). Phan tng WGA duoc dap tit va tat ca cdc hén hop phan tng
dugc chia thanh it nhat mot phan mau cé ghi vi tri. PCR dugc thuc hién d6i véi tit ca
cic phan mau dé phét hién alen khong phéi ctia ngudi me (vi du, bing cdch so sénh véi
ki€u gen thu dugc bing cach sir dung phan mu chia mau toan phén hoic PBMC). Vi tri
ban dau cua chit WGA chita alen khong phai clia ngudi me dugc nhan dang, va thé
tich & cdc vi tri nay dugc thu héi. Ti€p theo, céc thé tich nay dugc thu gom cho WGA
cudi dé tao ra lugng ADN thich hgp cho CGH (vi du, khoang 0,5-1ug). Tiép theo, CGH
duoc thuc hién dé phat hién CNV.

Béang 2
S6 SNP | p* - 2pq q? S6 SNP ngudi me dong hop tir c6
thé c6 bang phép thir tich liiy
2 0,25 0,5 0,25 1
4 0.25 05 0.25 2
6 0,25 0,5 0,25 3
8 0,25 0,5 0,25 4
10 0,25 0,5 0,25 5
12 0,25 0,5 0,25 6
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14 0,25 0,5 0,25 7
16 0,25 0,5 0,25 8
18 0,25 0,5 0,25 9
20 0,25 0,5 0,25 10
Bang 3
p’ 2pq q? Xdc sudt tich ldiy ctia phat hién it
nhat mot alen thai nhi di hop ti,
néu SNP ngudi me duogc chon 1a
loai p?
SNP1 0,25 0,5 0,25 50,00%
SNP2 0,25 0,5 0,25 75,00%
SNP3 0,25 0,5 0,25 87,50%
SNP4 0,25 0,5 0,25 93,75%
SNP5 0,25 0,5 0,25 96,88%
SNP6 0,25 0,5 0,25 98,44%
SNP7 0,25 0,5 0,25 99,22%
SNP8 0,25 0,5 0,25 99.61%
SNP9 0,25 0,5 0,25 99,80%
SNP10 0,25 0,5 0,25 99,90%
SNP11 0,25 0,5 0,25 99,95%
SNP12 0,25 0,5 0,25 99,98%
SNP13 0,25 0,5 0,25 99,99%
SNP14 0,25 0,5 0,25 99,99%
SNP15 0,25 0,5 0,25 100,00%
SNP16 0,25 0,5 0,25 100,00%
SNP17 0,25 0,5 0,25 100,00%
SNP18 0,25 0,5 0,25 100,00%
SNP19 0,25 0,5 0,25 100,00%
SNP20 0,25 0,5 0,25 100,00%
Bang 4
Hén hop | Téng T& bao thai | Mic sinh sin
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xytokin | ATP/16 nhi/16 (thai nhi)
(AU)

O 77,2 18850 18,85

OA 272,8 577500 57,75

OB 167,9 410400 41,04

OoC 657,9 1410000 141

OD 267,0 652500 65,25

OE 213,5 663300 66,33

OAB 280,2

OAC 668,3

AOD 4579

OAE 517,1

OBC 741,4

OBD 335,9 850500 85,05

OBE 341,2

OCD 706,0

OCE 638,6

ODE 480,5

OABC 691,0

OABD 389,8

OABE 281,3

OACD 689,6

OACE 609,6

OADE 508,0

OBCD 694,0

OBCE | 5434

OBDE 299.0

OCDE 670,0

OABCD | 568,6

OABCE | 602,1

OABDE |317.4

OACDE |472,0

OBCDE |[441,0 1449000 1449
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OABCDE | 571,3 1577000 157,7
OoC 1000000 100
OCD 1200000 120
O 450000 45
OA 75000 7,5
OB 550000 55
OAB 625000 62,5
OE 900000 90
ODE 1250000 125
Bang 4 (tiép tuc)
Hén hop Téng Té& bao Miic sinh ATP biét Luogng biét
xytokin ATP/16 nguoi trudng | san (nguoi héa thai héa thai
(AU) thanh/16 trudng nhi/ngudi nhi/nguoi
thanh) trudng thanh | trudng thanh
O 0,8 7500 0,75 93,6 25,1
OA 46,2 91200 9,12 59 6,3
OB 8,9 23400 2,34 18,8 17,5
OC 100,7 127500 12,75 6,5 11,1
OD 18,3 37000 3,7 14,6 17,6
OE 70,9 150000 15 3,0 4.4
OAB 57,5 4,9
OAC 282,6 24
OAD 95,0 4,8
OAE 186,0 2,8
OBC 225,8 3,3
OBD 38,7 12320 12,32 8,7 6,9
OBE 138,6 2,5
OCD 260,2 2,7
OCE 338,1 1,9
ODE 157,6 3,0
OABC 3239 2,1
OABD 92,8 4,2
OABE 126,5 2,2
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OACD 326,3 2.1

OACE 3473 1,8

OADE 181,6 2.8

OBCD 268,7 2,6

OBCE 2284 24

OBDE 1222 2.4

OCDE 2834 2.4

OABCD 2594 22

OABCE 289,0 2,1

OABDE 1374 2,3

OACDE 165,0 2,9

OBCDE 215,1 292000 29,2 2.1 5,0
OABCDE | 259,8 440800 44,08 22 3,6
0C 220000 2 45
OCD 350000 35 3.4
0 30000 3 15,0
OA 50000 5 1,5
OB 30000 3 18,3
OAB 100000 10 6,3
OE 130000 13 6,9
ODE 160000 16 7.8

O: yéu 16 t€ bao gbc (50ng/mL); A: IL-3 (Sng/mL); B: IL-6 (5ng/mL); C: EPO
(1,5U/mL); D: TPO (100ng/mL); E: Flt-3 (50ng/mL)
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phdp phat hién yé&u t6 nhan dang thai nhi trén co s& t€ bao, trong d6 phuong
phap nay bao gom cac budc:

chia miu médu clia ngudi me chita hén hop clia t€ bao ngudi me va t&€ bao thai
nhi thanh cdc mau nho;

ti€n hanh khuéch dai toan bo hé gen trén it nhat mot mau nho chita t& bao dé€ thu
dugc san phdm khuéch dai, trong d6 s6 ban sao nhiém sic thé tit miu nay dugc bao
quan trong miu nhé sau khi khuéch dai toan bo hé gen sao cho san phdm khuéch dai
thu dugc 1a hé gen hodc hé phién ma clia t&€ bao ngudi me hodic t&€ bao thai nhi;

chia san phdm d3a khuéch dai nay thanh cic phdn miu;

sang loc hoidc dinh ki€u gen phdn mau dé x4dc dinh sy c6 mit clia yéu t6 nhan
dang thai nhi, trong d6 budc sang loc hodc dinh kiéu gen nay bao gém:

tao ra bang SNP d€ xéc dinh sy ¢6 mat cia alen khong phai ctia ngudi me trong
mau hén hop nay, trong d6 bang SNP bao goém it nhit mot bang dic hiéu nhiém sic thé
doi chiing chita SNP ndm trén nhiém sic thé ma khong nhay véi thé boi khong chinh
va bang dac hiéu nhiém sic thé trén nhiém sic thé ma nhay véi thé boi khong chinh;

xédc dinh liéu nguyén liéu di truyén cla cdc t& bao ngudi me 1a déng hop tit hay
di hop tir & bo locut dich trong bang SNP nay dé dinh kiéu gen clia ngudi me;

chon loc locut thit nghiém tir locut dich nay, trong dé viéc chon loc locut thir
nghiém nay bao gom sang loc méu chita axit nucleic clia ngudi me va thai nhi dé dinh
kiéu gen khéc kiéu gen ctia ngudi me & locut dich va chon loc locut dich 1am locut thir
nghiém véi ki€u gen khong phai clia ngudi me trong méu chita axit nucleic ctia nguoi
me va thai nhi hén hop;

sang loc hodc dinh kiéu gen trong phdn miu nay déi véi kiéu gen khac véi kiéu
gen clia nguodi me & locut thir nghiém, trong d6 su c6 mit cha kiéu gen khac kiéu gen
clia ngudi me nay chiing t6 sy c6 mat cia alen clia ngudi b6 mang thong tin trong san
phdm khuéch dai; va

xdc dinh su ¢6 mat cua it nhat mot yéu t6 nhan dang thai nhi tit t€ bao thai nhi
trong phan méu thu dugc tir it nhit mot mau nho, trong d6 viéc xdc dinh su cé mat cla
it nhat mot y€u t6 nhan dang thai nhi nay bao gom xdc dinh alen ctia ngudi bs mang
thong tin trong it nhit mot phan mau hoac miu nho.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép niy con bao gém budc phan tich
phan méau dugc xdc dinh 1a chia y&u t6 nhan dang thai nhi nay dé phat hién bién di di
truyén.
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3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 phuong phap niy con bao gém budc:

thu gom mot phan cta phan miu dugc x4c dinh 1a chia y&u t6 nhan dang thai
nhi, trong d6 viéc phan tich phan mau dugc xdc dinh 1a chia y&u t6 nhan dang thai nhi
dé phét hién bién di di truyén bao gdm phan tich phan thu dugc tir phdn mau nay.
4. Phuong phép theo di€ém 2, trong d6 phuong phdp ndy con bao gém thu gom phin
mau dugc xdc dinh 1a chita y&u t6 nhan dang thai nhi ti it nhat hai mau nho va két hop
cdc phin mau nay trude khi phan tich san phdm khuéch dai.
5. Phuong phap theo diém 2, trong d6 phan tich niy bao gém x4c dinh ty 1& c4c alen di
truyén clia ngudi me va ngudi bo trong phdn miu chia yéu t6 nhan dang thai nhi, trong
dé ty 1¢ nay dugc phan tich dé xdc dinh sy c6 mat clia bién di di truyén.
6. Phuong phdp theo diém 2, trong d6 phan tich niy bao gém x4c dinh s6 ban sao alen
trong phan mau chita y&u t6 nhan dang thai nhi, trong d6 s6 ban sao alen dugc phan
tich d€ xdc dinh sy ¢6 mit ctia bién di di truyén.
7. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cdc diém tir 2 dén 6, trong d6 phdn mau phan
tich khong phéi 1a phdn mau dugc sang loc hodc duge dinh kiéu gen dé x4c dinh su c6
mat cia yéu t6 nhan dang thai nhi, ma 1a ti cing mot miu nhd nhu phin méiu duge
sang loc hoac dugc dinh ki€u gen d€ xdc dinh su c6 mat ctia y&u t6 nhan dang thai nhi.
8. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cdc diém tir 1 dén 7, trong d6 mdi méiu nhd
nay chuia khong qua mot t& bao.
9. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cdc diém tir 1 dén 8, trong d6 phuong phép
nay con bao gom két hop cdc phin miu tir hai hodc nhiéu mau nhé trude khi sing loc
hodc dinh kiéu gen.
10. Phuong phdp theo diém bt ky trong s6 cdc diém tlr 1 dén 9, trong d6 phuong phap
nay con bao géom lam giau cic t€ bao thai nhi trong miu nay truée khi chia thanh céc

mau nho.
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