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Tom tat

Hién tuong léch béi nhiém sac thé ¢ phoi la mét trong nhiing nguyén nhén chinh gay that bai lam t6, say thai lién tiép,
lam giam hiéu qua diéu tri thu tinh trong 6ng nghiém. Xét nghiém di truyén phdéi tién lam t6 phat hién phéi léch boi
(Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidy) gitp sang loc, phat hién cdc ph6i mang bat thuong vé s6 lugng nhiém
sac th€ bang cdch thu nhan 5-10 t€ bao ld nudi phéi (Trophectoderm). Tuy nhién, viéc sinh thiét t€ bao mang tinh xam lan
va yéu cau ky nang thuc hién cda chuyén vién phéi hoc dé€ bao dam tiém nang cda phéi. Ngoai ra, luong phéi bao chi duoc
thu nhéan tirlé nudi phéi khéng dai dién cho théng tin di truyén cda toan bé phéi. Trong nhitng ndm gan day, mét hudéng tiép
can mdi la xét nghiém di truyén phéi tién lam t6 khéng xam lan da duoc nghién ctru manh mé nham thay thé, khac phuc
han ché cda phuong thire truyén théng, st dung déi turong nghién cru mdi la DNA tu do. Trong qua trinh nuéi cdy in-vitro,
DNA tu do da dugc ching minh c¢é nguén goc tir qua trinh chét theo chu trinh (apoptosis) hodc stra sai cda ca Iép té bao
Ia nudi va khéi té bao bén trong (Inner Cell Mas) cua phéi, dugc tiét vao trong dich khoang phéi hay méi trudng nudi cay.
Céc nghién ctu ting dung thu nhan, khuéch dai, phan tich nhiém sac thé tir nguén DNA tu do bude dau ghi nhén két qua
kha quan, tuy nhién van cén nhiéu cai thién va phan tich danh gid sau trong tuong lai..

Tir khoéa: Léch béi, xét nghiém di truyén phéi tién lam té khéng xém 1dn, ni-PGT, DNA tuv do, cf~-DNA.
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Summary

Embryo aneuploidy is the most important reason of failed implantation, recurrent miscarriages and IVF failure.
Preimplantation genetic testing (PGT) for aneuploidy is a technique developed to analyse the number of chromosomes
and select chromosomally healthy embryos. Current PGT methods have biopsied 5 - 10 trophectoderm cells for the
sampling of genetic material. However, biopsy protocols remain technically challenging, invasive procedures, which could
conceivably impact embryo viability. Furthermore, a single Trophectoderm biopsy might not be representative of the
whole embryo. The recent discovery of cell free - DNA within the blastocoele fluid of blastocysts and in spent embryo
culture media has led to the interest in the development of non-invasive methods of PGT. Cell free-DNA present is from
intracellular contents of embryonic cells that underwent apoptosis during preimplantation embryo development. Many
studies have been conducted in the last years to evaluate this technique and many of them reported moderate success
rates. Although very promising, non-invasive methods for analyzing embryo ploidy are still at a premature stage, needing
further study and standardization protocols.
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1. TONG QUAN DNA TU DO (CELL FREE-DNA, CF-DNA)
TRONG XET NGHIEM NIPGT

1.1. cf-DNA: nguén géc va tiém nang.

DNA tu do (cell free-DNA, cf-DNA) la nhiing doan
DNA mach d6i ngan vdi kich thudc khoang 180 - 200 bp,
duogc phat hién dau tién vao nam 1948 trong huyét tuong
ngudi. Nguon goc cua cf-DNA dugc cho la tiét ra tir cac
hoat dong chét theo chuong trinh (apoptosis) hodc qua
trinh hoai tr (necrosis) clia té€ bao. Nam 1997, Denis va
cOng su da phan 1ap thanh céng cf-DNA cé nguén goc
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tlr nhiém sac thé (NST) Y trong huyét tuong nguoi, tir d6
m& ra mot hudng nghién ciru mai cho viéc phan tich di
truyén tlr nguén vat chat di truyén ngoai bao [1]. Trong
[inh vuc ho trg sinh san (HTSS), khi nudi cay phoi in-vitro,
mot luong cf-DNA dugc phat hién va thu nhan & dich
khoang phoi (blastocoel fluid - BF) hoac méi trudng nudi
cdy da qua str dung (spent culture medium - SCM). Nhiéu
nghién ctru ing ho gia thuyét rang cf-DNA c6 ngudn goc
tr phéi bao qua qua trinh chét theo chuong trinh va stra
sai lién tuc trong thoi gian phat trién cta phéi, du la phoi



nguyén boi hay di boi. Hé qua |a su tiét cac manh DNA
vao moi truong nudi cdy va dich khoang phoi (doi vai
phéi nang), hoat dong nay dién ra & ca t&€ bao |4 nudi
phoi (Trophectoderm-TE) va khoi t€ bao bén trong (Inner
Cell Mas-ICM) [2], [3]. Xét nghiém di truyén phdi tién lam
t6 khong xam Ian (non-invasive preimplantation genetic
testing — niPGT) dua trén co s& phéan tich nguén cf-DNA
duoc cho |a phan anh day dd thong tin di truyén cla toan
b6 phoi so véi ky thuat PGT truyén théng chi thu nhan té
bao TE. Do do6, cf-DNA hién nay dang dugc nghién clru
rng dung nhu mot xét nghiém mdi trong phan tich di
truyén phoi, la budc tién méi trong nang cao chat luong
HTSS [4].

1.2. Thu nhan va phan tich cf-DNA

Trong xét nghiém niPGT, cf-DNA dugc thu nhan tur
ba nguén: dich khoang phoi (BF), moi trudng nudi cay
phoi (SCM) hoac két hop ca 2 ngudn trén.

Nam 2012, nghién ctu cla Alessandro va cong sy
da phat hién ra mét loat cac chat chuyén hoa trong dich
khoang phoi (BF) [5]. Phuong phép thu nhan tir BF dugc
goi la blasto centesis, bang cach cd dinh phoi nang mdg
rong bang kim gilr va str dung mat vi kim xuyén qua 16p TE
& phan déi dién ICM dé hat dich trong khoang phéi. Thao
tac huat dich BF tuong tu nhu thao tac lam sup khoang
phoi (collapse) bang laser trude khi tri lanh phdi, do dé,
viéc hut dich khoang phéi, khong lam anh hudng dén tiem
nang phét trién cta phéi. D&i véi SCM, cf-DNA dugc thu
nhan bang cach thu dich méi trudng nudi cdy xung quanh
phéi, khéng thu nhan phan dau phd méi truong.

Co6 thé thu nhan cf-DNA tir ca 2 nguén gém 2 budc:
dau tién la str dung vi kim hodc laser lam sup khoang
phoi, dé€ dich khoang phéi ti€t ra ngoai moi truong nudi
cdy. Sau dé, dung dung cu chuyén dung thu nhan hon
hop méi trudng nudi va dich khoang phéi [6].
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Hinh 1. cf-DNA dugc thu nhan tir SCM va BF [6].

Sau khi thu nhan, cf-DNA duoc khuéch dai toan bo
gen (WGA) bang cac ky thuat toi uu hién nay la MALBAC
hay SurePLEX vi d6 bao phi bd gen cao va ty & bd sét
allele thap [7]. K&t qua phan tich thu dugc bang phuong
phap giai trinh ty gen thé€ hé mdi (Next Generation
Sequencing-NGS).

1.3. M6t s6 nghién ctru g dung niPGT

Hién nay da cé nhiéu nghién cliru phan tich, so sanh
hiéu qua thu nhan va két qua di truyén cuta cf-DNA dugc
thu tlr 3 nguon trén vdi sinh thiét té bao TE.

Dich khoang phéi (BF):

Nam 2013, Palini va cong sy da bao cao thu nhan,
khué&ch dai thanh cong cf-DNA tir BF bang phuong phap
realtime-PCR véi hiéu suat thu nhan dat 90%. Ham
luong cf-DNA trung binh thu nhan la 9,9 pg/mau tuong
duong vai ham lugng DNA clia mot phoi bao. Ngoai ra,
nghién ctru cling khuéch dai thanh cong 80% céac locus
trén NST s0 16, 17 va gidi tinh cGa phoi, md ra mot budc
ti€n mai trong van dé xét nghiém cac bénh ly don gen
lién két vai NST gidi tinh ma khéng gay xam lan phoi [8].
Téc gia Gianaroli (2014) da phat hién c6 76,5% mau dich
khoang phoi cé ton tai cf-DNA. Ty |é tuvong déng Ian luot
gilra cf-DNA vai DNA tir sinh thiét thé cuc la 94,9%, sinh
thiét TE 14 97,4%. C6 thé thay cf-DNA c6 ngudn géc tir
BF c6 thé la mot ngudn thay thé tiém nang so véi DNA
tur sinh thiét TE trong phan tich NST [9].

Nguoc lai, bdo cao cua Tobler (2015) cho két qua
khuéch dai cf-DNA tir dich phéi nang chi dat 63%, ty 1é
tuwong dong NST so vai sinh thiét TE dat 62% va so véi
toan bd phoi dat 48%. K&t qua nay thap hon nhiéu so
vGi céc dir liéu da cong bao trude dé, nguyén nhan cé thé
do hién tugng nhiém DNA tir kh&i cumulus quanh noan
trong qua trinh nuéi cdy. Theo nhitng bdo cdo hién tai,
ty I& khuéch dai cf-DNA tir BF dao dong trong khoang
40 - 98% va do tuong dong vai TE khodng 62 - 97% [10].

cf-DNA thu nhan t&r BF cé thé 1a mot ngudn tiém
nang trong xét nghiém niPGT. Tuy nhién, van c6 mot s6
khac biét gilra cédc nghién ctru. Dau tién day van duoc
xem xét |a phuong phép xam lan t6i thiéu; viéc sir dung
kim d€ hat dich BF cé thé lam t6n thuong mét s6 té bao,
dan dén su tiét DNA cla céc t& bao dé lam sai léch két
qua phan tich. Ngoai ra, thé tich dich khoang phoi dugc
thu nhan dao déng t&r 0,3ul (duoc cho la dich BF) dén
1ul (bi pha lodng bdi thanh phan khac), su khac biét nay
sé anh hudng I6n dén ndong do cf-DNA thu nhan va két
qua phan tich [6].

Mai trudng nubi cay (SCM):

Nam 2015, Wu va cong su da cong bd khuéch dai
va phan tich cf-DNA thanh cong tir moi trudng nubi cay
phéi d& chan doan bénh ly di truyén don gen Alpha-
thalassemia, hiéu qua chan doan dat 88,6%, so véi
sinh thiét TE la 83,7% [11]. Nam 2016, Liu va cong su
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déa thanh céng phat hién cac dét bién Beta-thalassemia
thong qua phan tich cf-DNA tir SCM, ty Ié tuong dong
vGi sinh thiét TE dat 83,87% [12]. Nhitng d{t liéu trén da
ma ra mot hudng méi cho viéc phan tich cédc bénh ly di
truyén don gen trong HTSS. Nghién ctu cta Capalbo va
codng sy nam 2018, thuc hién ky thuat niPGT-M thdéng
qua phan tich cf-DNA tir SCM, so sanh véi két qua
PGT-M tir nhitng phéi trén cho thdy mdc do tuong dong
thap (trong cdc nhém BF va SBM tuong ting, chi 2,9% va
20,8% mau c6 ki€u gen don bdi hoan toan phu hop vai
mau sinh thiét TE). K&t qua nay c6 thé do su nhiém DNA
ngoai lai hoac/va DNA tir noan, hodc do quy trinh thuc
hién chua déng nhat [13].

Hién nay, phan Ién cac nghién ctru tién hanh thyc
hién niPGT-A nham phan tich bat thudong s6 luong NST.
Theo bdo cdo cua tac gia Ho va cong sy ndm 2018, ty |é
khuéch dai cf-DNA thanh cong Ian lugt 1a 39% va 80,4%
& SCM thu & giai doan phoi ngay 3 va ngay 5. Su tuong
déng vé thé& nguyén boi va NST gidi tinh cla phéan tich
cf-DNA so vdi sinh thiét TE tuwong tng la 56,3% va 81,3%
& ngay 3; 65% va 70% & ngay 5 [14]. Nam 2019, Huang
va cobng su so sanh két qua clia niPGT-A va PGT-A trén
52 phoi hién tang, ty Ié duong tinh gia & niPGT-A (20%)
thap hon so véi PGT-A (50%). Dac biét, mic do tuong
dong NST 100% da dugc ghi nhan khi phan tich phéi da
boi [15]. Nghién ctru da trung tdm cda Vagnini va cong
sur cling cho két qua tuong dong, gia tri tién doan duong
(PPV, dugc xéc dinh bang ty 1é gira s6 lugng phéi co
léch boi dugc ghi nhan trong xét nghiém vaéi sé lugng
phoi léch boi thuc t€) 1a 93,5% & niPGT-A, cao hon so véi
PGT-A l1a 78,4%. Ca hai phuong phap déu cé gia tri du
doéan am (NPV, dugc xac dinh bang ty lé gilra so lugng
phéi nguyén boi trong xét nghiém so véi so lugng phoi
nguyén boi thuc t€) la 100% va ty Ié am tinh gia (FNR)
la 0% [16]. Nhu vay, cac nghién clru hién tai déu cho két
qua kha quan khi irng dung niPGT-A bang cach thu nhan
cf-DNA t&r SCM vao thuc hanh [am sang. niPGT-A cho
két qua phan tich tinh trang nguyén boi hodc di boi cla
phéi cé thé twong duong hodc cao hon so véi PGT-A.

Két hop gitra dich khoang phéi (BF) va méi truong nudi
cay (SCM):

Nham tang hiéu qua thu nhan va phan tich cf-DNA,
dd c6 mot sd nghién cliu két hgp thu nhan tr dich
khoang phéi (BF) va moi truong nudi cay phoi (SCM),
goi tat 1a BCM (Blastocyst Culture Medium). Nam 2018,
Kuznyetsov da tién hanh thu nhan cf-DNA tir BCM trén
47 phoi hién tdng véi nong dé dao dong tir 6,3 dén 44,0
ng/ul, hoan toan du luong cf-DNA st dung cho phan
tich di truyén. Ngoai ra, cé thé s dung WGA truc tiép
va khong can phai qua budce xtr ly mau véi enzyme hodc
tinh ché trudc khi tién hanh khuéch dai ma van cho két
qua khéng khac biét [17]. Nghién ctru cua Li va cong su
nam 2018 ciing cho thay ty Ié phat hién cf-DNA trong
mau BCM cao (97,5%) nhung ty 1é twong dong so vai
toan bo phoi chi dat 50%, tac gia khuyén cdo khong
nén st dung ngudn cf-DNA tr cdc mau nay cho sang
loc léch béi [18]. Gan day nhat, tac gia Jiao va cong su
(2019) da khang dinh mau BCM cho ndng dé thu vién
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DNA trung binh la 38,88 + 24,08 ng/ml hoan toan du dé
phan tich, 100% cac mau BCM c6 kha nang phat hién
cac dang bat thuong cdu trdc NST. Khi so séanh ty 1é
twong déng NST trong mau BCM va TE so véi két qua
phan tich toan bé phoi (BE - blastocyst-stage embryos)
thi ty I& nay Ian lugt [a 90% va 100% [19]. Nhin chung,
cdac nghién ctru néu trén déu cho thay lugng cf-DNA thu
nhan tlr BCM 16n, cé thé st dung d€ khuéch dai WGA
truc ti€p va phan tich théng tin di truyén cua phoi. Tuy
nhién, mdrc dé tuong déng vdi sinh thiét TE van con
khéc biét gitra nhirng nghién ctu va tuong tu nhu & quy
trinh thu nhan dich khoang phéi, phuong thirc nay van
6 tinh xam 13n t6i thi€u va co thé hoa 1an DNA phéi bao
bi v& do thao tac hut dich.

2. KHUYEN CAO THUC HIEN NIPGT

2.1. Giam nhiém DNA ngoai lai

cf-DNA dugc thu nhan tr méi truong nudi cay céd
thé nhiém DNA ngoai lai, xudt phat tir tinh trung hodc
t€ bao cumulus quanh noan hodc mét s6 ngudn khac
trong qua trinh nudi cdy. Day ciling la nguyén nhan lam
cho két qua phan tich cf-DNA khong tuwong dong vai két
qua sinh thiét TE hay cla toan bd phoi. Nham han ché
nhiém DNA tir tinh trung, hién nay viéc thuc hién “ICSI
toan bd” duogc khuyén céo d6i véi niPGT, bén canh dé
céc khai té€ bao hat bao quanh noan ciing can dugc loai
bé t6i da d€ han ché viéc nhiém DNA tir noan [20]. Nudi
cdy phéi don dugc dé xuat dé dam bao rang nguon cf-
DNA dugc thu nhdn c6 ngudn géc tr mét phéi, tranh
viéc nham Ian thong tin di truyén gitra cac phoi. Tuy
nhién, phuong phédp nay can phai sir dung lugng moi
truong va dia nudi cdy nhiéu hon so véi nudi cdy nhom
[21]. Nhu vay, d€ dam bao giam thi€u nhiém DNA ngoai
lai thi can thuc hién kj thuat ICSI, nuéi cay don va loai
sach t&€ bao quanh noan dé dat dugc hiéu qua phan tich
cao nhat.

2.2. Thoi gian thu nhan cf-DNA

Dai véi nguodn cf-DNA thu nhan tlr SCM, nghién ctu
ctua Wu nam 2015 ghi nhan ty Ié khuéch dai cf-DNA &
giai doan phdi dau ngay th& 4 chi dat 9,67%, tuy nhién,
néu thu & giai doan ngay 5 thi ty 1& co thé dat dén
90,16%. Khdng co su khac biét cé y nghia thong ké gitra
ty I& khuéch dai DNA thanh céng cua giai doan thu nhan
ngay 5 so véi ngay 6 (p > 0,05). Bén canh do, viéc thay
m&i moi trudng nudi cdy vao ngay 3 khong nhirng khéng
lam mat luong cf-DNA déng ké ma con cé thé lam giam
tdc nhan gay nhiém tlr noan bao [11]. Tuong tu, nghién
clru clia Lane va cong su nam 2017 cho thdy méi truong
nudi cdy phoi nang tlr ngay 4 dén ngay 5 cho két qua
tuong dong léch boi chinh xac hon giai doan tir ngay 3
dén ngay 5. Diéu nay co thé dugc gidi thich bédi su tang
cao cla cf-DNA & giai doan mudn clia phoi va giam nguy
co cf-DNA bi phan huy trong qua trinh nuéi cay [22]. DGi
vGi nhitng phéi phat trién cham, nghién ctru cua Rubio
nam 2019 trén 1301 phdi nang ngay 6 - 7 tir 8 trung tam
IVF & 4 chau luc khac nhau cho thay do nhay xét nghiém
& mdi trung tdm dao déng tlir 76,5% dén 91,3% va d6 dac
hiéu tlr 64,7% dén 93,3%. Ty I& &m tinh gid 1a 8,3% va ty Ié



duong tinh gia la 12,4%. Tlr dit liéu trén, nhirng phoi phat
trién cham ngay 6, ngay 7 hoan toan cé thé st dung dé
phan tich niPGT ma van phan anh chinh xac tinh trang
di truyén cla phoi [23]. Thoi gian thu nhan cf-DNA tur
moi trudng nudi cay phoi hay dich khoang phoi déu nén
ti€n hanh & giai doan phdi nang ngay 5, hodc k& ca giai
doan ngay 6 - 7 déi v6i nhitng phoi phat trién cham.

3. BAN LUAN

Hién nay, cac két qua nghién clru budc dau cho két
qua kha quan khi so sanh véi phuong phap PGT truyén
thédng. Phuong thirc thu nhan cf-DNA dé dang va gilp
giam bét cac t6n thuong ddi véi phéi. Ngoai ra, trong
cac truong hop phoi chat luong kém khong dat tiéu
chuén sinh thiét TE thi niPGT cho thay rd tiém nang
gitp tang co héi coé phoi hitru dung cho bénh nhan.

Tuy nhién, yéu diém Ién nhat hién nay cla niPGT la
chua c6 quy trinh chuén hoa. Su khéc biét vé ¢& mau
nghién ctru, thé tich méi trudng thu nhan, giai doan phat
trién clia phéi dan dén su khac nhau vé nong do cf-DNA
va két qua phan tich di truyén. Hau hét cac bd khuéch dai
WGA thuong mai hién nay dugc thiét ké phan tich cho
thé tich mau nhd (thudng < 10pl) nén néu tang lugng thé
tich mau sé dan dén gia tang chi phi va giam hiéu qua
phan tich, tr d6 dat ra thach thic trong viéc lura chon
thé tich mau [6]. Ngoai ra, su khac biét vé ngudn géc
phéi tuai hay phoi déng lanh c6 thé anh hudng dén ndng
do cf-DNA. Theo téac gid Kuznyetsov (2018) thi su thay
dé&i cac yéu t6 vat ly, hoa hoc cla hoat dong trir ra lam
tang su chét theo chuong trinh cda t&€ bao nén cé thé
tang luong cf-DNA duogc giai phdng vao moi trudong nubi
cdy. Tuy nhién, viéc st dung phoi dong lanh sé d&t thém
théach thirc trong viéc thiét k& quy trinh nuoi cdy va thu
nhan cf-DNA khi ma cdc di liéu trén phoi trir con han
ché&[23].

C4c hiéu biét hién nay vé nguon goc cf-DNA trén phoi,
céch thirc thu nhan va phan tich van con dang duoc tim
hi€u dan dén chua c6 mot quy trinh théng nhat. Cac dir
liéu tién 1am sang hién nay chac chan sé tiép tuc thuc
day su quan tam dén ngudn vat liéu di truyén nay. Can
thuc hién nhiéu nghién ctru sau hon dé cé cau tra loi
chinh xac cho linh vyc tiém ndng nay.

4. KET LUAN

Xét nghiém di truyén phoi tién lam t8 khong xam 1&n
(niPGT) dua trén co s& thu nhan, phan tich cf-DNA c6
trong dich khoang phéi, moéi truong nudi cay la hudng
ti€p cén tiém ndng trong phan tich di truyén, cai thién
mot s6 khiém khuyét cua PGT truyén thong. Nhiéu
nghién ctru thuc hién niPGT cho thay ty |é twong dong
NST so vai sinh thiét TE hodc toan bd phoi cao. Tuy
nhién, van con tén dong mét sé khé khan nhat dinh dan
dén su khac biét dit liéu & mot sé nghién ciu, dat ra
thach thirc can xay dung quy trinh thuc hién chuan dé
nang cao hiéu qua.
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