KY THUAT ARRAY CGH™ VA UNG DUNG TRONG
CHAN POAN TRUOC SINH

* Array CGH : Microarray-based comparative genomic hybridization

Nguyén Viét Nhan, Ha Th; Minh Thi, Nguyén Vii Quoc Huy.
Truong Pai Hoc Y Duroc Hué

Cac bat thuong khong can bang ctia nhiém sic thé (NST) dugc gip kha phd bién véi ti 18
khoang 2/100 tré sinh song [28]. Viéc xac dinh can nguyén di truyen lién quan dén loai
bét thuong nay cho nhiéu truong hop bénh ly la rat can thiét de tu vén di truyén va can
thiép vé mit y té nhat 1a d6i v6i cac trudng hop cham phét trién tim than va di tat bAm
sinh, nhitng bat thuong chiém ty 1& cao trong quan thé. Dé dap ung nhu ciu nay, cac ky
thuat phat hién cac bat thuong NST khong ngung phat trlen dé co thé phat hién cac bat
thuong cua NST véi d6 phan giai ngay moi cao hon. Bai Vlet nay nham diém lai mot sd
phuong phap phén tich NST truyén thong va gidi thiéu vé k¥ thuat array CGH, mét k¥
thuat mdi trong chan doan cac bat thuong khong can bang ctia NST.

1. DANH GIA MQT SO PHUONG PHAP PHAN TiCH NHIEM SAC THE KHONG SU’ DUNG

KY THUAT MICROARRAY

1.1. KY THUAT LAP KARYOTYPE BANG G

bé phan tich dac diém bo NST ciia mot ca thé vé
ca sd lugng 13n cAu tric, nguoi ta dya trén bod
NST cua té bao & ky giita (metaphase) hoic tién
ky gitra (pro-metaphase) cua nguyén phén dé lap
karyotype. K¥ thuat duoc sir dung pho bién dé 1ap
karyotype la k¥ thuat nhuém bang G (hinh 1) hi¢n
duogc sir dung trong hau hét cac phong xét nghiém
di truyén té bao hoc va dugc coi la mot trong
nhimg phuong phap phén tich di truyén té bao
hoc truyen thong [43]. Mic du di c6 nhiing phan e
mém hd tro cho viéc 1ap karyotype nhung dé co o
mot karyotype phuc vu tot cho chan doan va phan
tich cac bang trén NST doi hoi rat nhiéu dén k¥ Hinh 1: Karyotype cua mgt nguoi
nang va kinh nghiém cua nguoi lam tiéu ban va nam binh thuong
ngudi doc két qua.

Véi ky thuat nhuom biang G do phan giai cia NST thuong nam trong gidi han tir
350 - 850 bang trén bo NST don bi véi kich thudc mdi bang tir 5-10Mb (Mb: megabase,
1Mb = 1.000.000 bases) & @6 phan giai binh thuong va kich thuéc mdi bang tir 3 —5 Mb
d6i & do phan giai cao, do d6 k¥ thuat nay chi cho phép phat hién cac bat thuong cé kich
thudc 16n hon 3 Mb [42]. Cac trudng hop bat thuong NST ¢o kich thude bé hon kich
thudce trén s& khong thé duoc phat hién [13]. Nhiéu truong hop tai sip xép cua NST rat
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kho phat hién hoac khong thé phét hién duoc bang ki thuat nay do kich thudc qua nho,
cudng do thubc nhuém khong du va thiéu cac mau bang ¢ nhimg doan NST di bi thay
d6i. Bé khic phuc nhugc diém nay cic phuong phap di truyén té bao - phan tu
(molecular cytogenetic methods) da dwoc phat trién trong céc thap nién 1980 va 1990.

1.2. KY THUAT LAl HUYNH QUANG TAI CHO (FISH: Fluorescence In Situ Hybridization)

K¥ thuat FISH 1a mdt trong nhiing
k¥ thuat di truyén té bao hoc - phan tir
duogc su dung dé xac dinh mét cach hiéu
qua ) luong va vi tri cua cac doan ADN
dac hiéu trén NST & ky gilra hodc trong
nhan té bao & gian ky va ciing dugc coi
nhu la mét phuong phap phan tich di
truyén té bao hoc truyén thng.

Viéc thuc hién k¥ thuat FISH trén té
bao & gian ky dd 1am cho viéc chuan bi
mau xét nghiém tré nén don gian va thoi
gian thuc hién xét nghiém nhanh chong
hon rat nhiéu so véi viée lap karyotype,
diéu nay dic biét c6 y nghia dbi véi cac xét nghiém can co két qua nhanh nhu trong
truong hop phat hién cac bat thuong s lugng ciia NST 13, 18, 21 va X, Y trong chan

Hinh 2: Ung dung ky thudt FISH dé chan dodn

doan trudc sinh (hinh 2) [52]. Cac Gng dung Nomfelomeric chromosomal DA

cia FISH khé rong bao gbm viéc phét hién o bl B ang o e
cac truong hgp 1éch bdi trong chian dodn (xanh) (xanh nhat)
trudce sinh, trong mot sb cac truong hop u ac @ 1IN BN
tinh, trong bénh ung thu mau, ung thu hach  pautan cing (a0) Tam déng (vang)

Telomere Centromere

bach huyét (lymphoma), dénh gi cac truong
hop vi mét doan (microdeletion) trong cac
hoéi ching gen ke (contlguous gene

syndromes) va su tai sip xép & cac ving nhu ving cin diu tn cung (subtelomere) ctia
NST (hinh 3).

Hinh 3 : Phan bé cac ving trén
nhiem sac thé

K§ thuat lai huynh quang tai chd co

joanhda Tach chudi xodn kép thé thyc hién trén cac dau tan cung hoac
an do AD (denature) : * : :
—_—

ving can dau tin cung cia NST
(subtelomeric FISH) hodc trén cac muc
tiéu da duoc xac dinh trudc trén NST
(targeted FISH) théng qua cac doan do
ADN dac hiéu cho cac locut hoac mot trinh
tu nucleotit nhat dinh trén NST. Nhirng

Xy X 0 doan do ADN nay dugc thiét ké va danh
Xx % dau bang cac loai thuoc nhu¢m huynh

guang, trén tiéu ban danh gia doan do s¢ lai
Hinh 4: Nguyén tac cua kj thudt FISH voi doan ADN twong Umng trong genome

bang huynh guang

Céac nhiém sac thé da duoc tach
chudi xoan kép (denatured)




theo nguyén tic bf) sung va phat tin hi¢u mau huynh quang, cac tin hi¢u nay s€ dugc phén
tich dudi kinh hién vi huynh quang (hinh 4) dé
danh gia cac bat thuong dac hi¢u cua NST.

Bén canh cic doan do dac hi¢u cho tung
locus trén NST, cac loai doan do cho phép
nhuom huynh quang nguyén mot NST ciling
dugc phat trién dé danh gia toan b bd NST
(ky thuat SKY: spectral karyotype) (hinh 5)
[49].

K¥ thuat FISH cho phép phat hién cac
bat thuong NST ¢o kich thudc bé hon 1Mb,
tuy thudc vao kich thudce ctia cac doan do duge
sit dung. Céc doan do nay chu yéu 1a ADN 1dy  Hinh 5: Ldp karyotype véi k thugt SKY
tir cdc nhiém sic thé vi khuan nhan tao (BAC:
bacterial artificial chromosome) c6 kich thudc khoang tir 150 — 350 Kb (1Kb = 1000
bazo).

Mic di 1a mot cong cu chan doan kha hiéu qua nhung FISH ciing ¢6 nhitng gisi han
nhat dinh. M6t trong nhitng giéi han chinh cua ki thuat nay 1a dé chi dinh xét nghiém
bang ky thuat FISH, bac si can dinh huéng téi mot hoi ching lién quan dén bat thuong
NST dua trén biéu hién 1am sang dién hinh cua bénh nhan hoic trong trudng hop
karyotype cho thay c6 cac bat thuong doi hoi phai c6 thém cac phén tich siu hon vé NST
dé trén co so d6 quyét dinh lya chon doan do thich hop. Cac doan do trong FISH cho
phép phat hién tinh trang thira, mat hosc tai sap xép cua cac doan ADN dic hiéu nhung
khong thé cung cap thong tin vé phan con lai ciia genome do d6 ngoai cac doan do da
duge dinh sin FISH khéng thé phat hién thém nhiing bat thuong khac trong genome.
Mot han ché khac nira cua FISH do han ché vé loai mau huynh quang hién c6 dé danh
dau cac doan do dan dén sy gisi han trong sé luong cac doan do khac nhau cd thé dugc
st dyung dong thoi trén cing mot mau danh gia [19],[3].

1.3. KY THUAT BINH LUONG HUYNH QUANG PCR (QF-PCR: Quantitative Fluorescence
PCR)

K¥ thuat QF-PCR str dung céc cap moi dugc thiét ké dé khuéch dai cac trinh tu lap
ndi tiép ngan (STR: short tandem repeat sequences) cua cac NST dac hiéu va cua cac
viing c6 tinh da hinh cao. Bang cach két hop mau huynh quang trong qua trinh khuéch
dai nén ky thuét nay cho phép dinh lugng cac san pham cho mdi STR dic hiéu cta tung
NST. Dya trén nguyén tac nay QF-PCR c6 thé phat hién cac dang léch boi pho bién va
cac bat thuong sd lugng NST gidi tinh mot cach nhanh chéng thong qua chi mot phan
tmg (hinh 6) [21]. P4 c6 nhiéu ‘nghién citu cho thdy day 1a mot k¥ thuat chan doan c6 do
tin cdy cao [29]; [32]. Mot dlem thudn lgi nira cua ky thuat QF-PCR 1a khong doi hoi
phai thuc hién viéc nudi ciy té bao va tw dong hoa do d6 cho phép tra két qua chan doan
trude sinh chi trong vong tir 24 dén 48 gid. Tuy nhién han ché 16n nhit cta k¥ thuat nay



so vo1 k¥ thuat 1ap karyotype truyén thong 1a QF-PCR khoéng cho phép danh gia toan bo
genome va do d6 khong thé phat hién hét duoc tit ca cac bat thuong cta cac NST trong
bd NST nhu khi danh gia bang phén tich karyotype [15]. Chinh vi 1i do ndy ma k¥ thuat
QF-PCR thuong dugc st dung phéi hop ma khéng thé thay thé cho k¥ thuat lap
karyotype truyén théng.
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Hinh 6: su dung ky thudt QF- PCR trong chc?n doan truong hop léch bgi, trén hinh la
truong hop trisomy 21 dwoc chan doan bang QF-PCR.

2. OKY THUAT ARRAY CGH

Trong thap nién 1990 k¥ thuat CGH (Comparative Genomic Hybridization) bat
dau dugc phat trién. V& ban chat ky thuat nay cling twong ty k¥ thuat FISH nhung cho
phép danh gia trén toan bo genome tinh trang mat can béng ctia bd NST. CGH ciing vap
phai gioi han vé d6 phan giai, ki thuat CGH trong giai doan nay chi cho phép phat hién
cac bat thuong c6 kich thude trong gidi han 10 — 20 Mb [14] va trong mét s6 nghién ctru
kich thudc nim trong giéi han 5 — 10Mb [12]. Vao cudi thap nién 1990 k¥ thuat array
CGH (Comparative Genomic Hybridization microarray) ra doi cho phép giai quyét
nhiing van dé ton dong cia k¥ thuat CGH va khéc phuc nhirng nhuoc diém cua k¥ thuat
lap karyotype va k¥ thuat FISH. Véi array CGH nhimng bat thuong trén NST xdy ra &
dudi muc phat hién cua kinh hién vi (submicroscopic) dudi dang vi mét doan



(microdeletion) hodc vi nhan doan (microduplication) c6 thé duoc phat hién mot cach dé
dang.

2.1. NGUYEN TAC

K§ thuat array CGH thuc hién viéc so sanh mau
ADN can phan tich v6i mau ADN chtng va thong qua cac mach don
su khéc biét giita 2 ADN nay dé phat hién céc trudng
hop mat doan hodc nhan doan néu cé trén ADN. ./ \

Nguyén 1y cua k¥ thuat array CGH duogc dua trén kha G CH

ning bit cip (base pair) hodc con duoc goi mot cach T A

khac 1a lai (hybridise) gitta mot mach don cua ADN -C G-

nay va mot mach don cua ADN khac theo nguyén tac - G- Hinh 70 Su bt

bo sung gilta cac bazo adénin (A) va Tymin (T), T  Ad cdp giva 2 mach

Guanin (G) va Cytozin (C) cua cac nucléotit (hinh 6). cua ADN  theo
A TH nguyén tic bo

Trong ky thuat array CGH, hang ngan doan ngén '\ /‘ sung

ADN (goi 1a cac doan do) dugc sip xép mot cach
chinh xac tai nhing vi tri nhat dinh trén lam kinh
thanh mot h¢ théng ludi duge goi la con chip (hinh 8). Pau tién mau ADN can phan tich
s€ dugc cat thanh nhiing doan ngan, nhimg doan ADN nay dugc nhu¢m mau huynh
quang, mau ADN chung khong mang bat thuong vé mat di truyén s& dugc nhuom bang
mot mau huynh quang khac, hai loai mau huynh quang duogc st dung pho bién 13 mau do
va xanh lyc. Sau d6 hai mau ADN nay s& duoc tron 1an véi nhau va cho 1én con chip dé
tién hanh qua trinh lai. Cac doan ADN nay sé& lai véi cac doan do twong ung trén con
chip.

cac nucléotit

Sau khi hoan tat qua trinh lai
con chip s dugc doc trén may quét
microarray (microarray scanner) dé
do luong huynh quang mau do va
xanh luc tmg véi mdi vi tri trén con
chip (hinh 9) [33]; [46]; [47] va
phan tich bang phan mém chuyén
dung trén may tinh dé tinh ty sb
gitra mau huynh quang d6 va xanh
luc tai mdi vi tri mg voi mot doan
do dic hiéu trén chip dé xac dinh

Hinh 8: Chip su dung trong ky thudt microarray voi - ;
kich thude < 50kb tinh trang thtra, thi€u hodc can bang

. vat lidu di truyén gitta mau ADN
can phan tich va ADN chutng tai vi tri d6 (hinh 10)[4]; [11].
Néu miu ADN ‘cﬁn phan tich c6 lugng binh thuong s& thé hién trén chip l:)éng mau
vang do cé su can bang gitra lugng ADN cén phén tich va mﬁu‘ADN ching, néu bi thira
ADN (nhan doan) s€ thé hién bang mau do do c6 luong ADN can phan tich nhiéu hon so



vGi mau ADN ch&ng va néu bi thiéu ADN (mé:t doan) s¢€ thé hién bé“mg mau xanh 14 cay
do c6 lugng ADN can phan tich it hon so vdi mau ADN ching.

Mau ADN ctia bénh nhan M&u ADN ching
Gan huynh quang mau dé Gan huynh quang mau xanh luc

Ve

Tién hanh lai

Trén 1an va
cho Ién chip

Quét bang
may quét microarray
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Hinh 9: So' @ minh hoa cdc budc co ban trong ki thugt array CGH, hinh cudi cling
cho thay bénh nhan bj nhdn doan
D¢ danh gi trinh trang binh thuong, thira hogc mét doan cia ADN can phén tich so
v6i ADN chang ung tai moi vi tri cua doan do, log, ty so cua cuong do bat mau huynh
quang gitra mau bénh / mau doi chirng dugc str dung dé tinh toan [24]:

= Log, gitr vai trd trung tam, véi gia tri bang 0



Ty s

Trudng hop mat doan béan hop tir (hemizygote deletion) cia mau bénh:
log, (bénh/chirng) = log, (1/2) = -1

Truong hop nhan doan (duplication) cia mau bénh:
log, (bénh/chirng) = log, (3/2) = 0,59

Truong hop nhan doan ddng hop tir (homozygous duplication):
log, (bénh/churng) = log, (4/2) = 1
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Nhanh dai ctia nhidm séc thé sé 6 (6)

Hinh 10: Mgt mar doan nho trén NST s6 6 durc chan dodn bang xét nghiém array CGH. Mai
cham den dai dién cho mét doan do oligo (oligo probe), c6 tat ca 10 doan do trong vung bi mat

doan (c6 mau lam va dwoc phong dai phia bén phai hinh vé).

2.2. CAC LOAI ARRAY CGH

C6 hai loai doan do duoc st dung pho bién trong k thuat array CGH dé phét hign
cac bat thuong cua NST (hinh 11) :

Poan do 1a cac dong nhiém sic thé vi khuan nhéan tao (BAC: bacterial artificial
chromosome) [47] chira cac doan ngan ADN cua ngudi véi kich thudc thay
do6i tir 75 dén 150 Kb [56] duoc st dung dé phat hién cac thay d6i don ban
(single copy) trong genome véi d6 nhay cao. Nhuoce diém cua BACs la khong
cho phép danh gia nhitng bat thuong c6 kich thude bé hon kich thudc cua cac
doan do [53];[56]. M6t nhuoc diém khac cua BACs 14 viéc tao ra cac dong
BAC phuc vu cho k¥ thuat array CGH kha tén kém va tiéu ton nhiéu thoi gian.

Cac doan do oligonucleotit goi tit 1a oligo 1a cac doan ADN ngan nhan tao c6
kich thudc tir 25 dén 85 bazo (mer). Cac oligonucleotit duwgc thiét ké va tong
hop kha dé dang, tly theo muc do thiét ké ma cac doan do oligonucleotit cho
phep déanh gia toan bo genome v&i do phan giai rat cao [56] nho do array CGH
c6 thé phat hién cac truong hop thira hoic mét cac doan rat ngan trong genome.



Tuy nhién mot van dé dat ra la nhitng thay doi nho trén genome duoc phat hién
qua ky thuat microarrray c6 thé khong gay ra nhitng hau qua veé mat lam sang
do d6 can co6 thém cac nghién curu dé lam rd moi lién hé nay [56]; [43].

D3 c6 nhiéu nghién ciru so sanh tinh hiéu qua caa BACs va céc oligonucleotit trong
viéc phat hién cac bat thudng trén genome, két qua cho thay cac oligonucleotit cho phép
phat hién nhiéu bat thuong hon va cac bat thudng co6 kich thuéc nhé hon so voi BACS
[53]. Tuy nhién hién nay ca hai ki thuat array CGH dua trén BACs va oligonucleotit déu
duoc st dung phuc vu cho cong tac chan doan.

Nhiém sic thé sé 7 DO PHAN GIAI CUA MICRO ARRAY CAC LOAI MICROARRAY
doan do BACs (xanh lam)
doan do oligo (1)

BAC array
b Trén mét array ¢6 hang ngan
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Hinh 11: Hai logi doan do dwoc dung phé bién trong ky thugt array CGH
Vé mat thyc hanh array CGH duogc chia 1am hai loai:

= Array ¢6 muc tiéu (targeted array): gom it doan do, phu toi da nhirng ving da
duoc biét co cac gen gay bénh.

= Array toan bo genome (whole genome array): gom cac doan do phu toan bo
genome.

2.3. MO TAKET QUA

Két qua trong ky thuat array CGH tlly thuoc vao timg truong hop cu thé va kha
ning ciia moi phong xét nghiém trong viéc st dung cac doan do, may quet microarray. Vi
du dudi ddy minh hoa két qua caa mot trudng hop phan tich bang ky thuat arrayCGH:

— Néu dwoc phan tich bang cdc doan do BAC, két qud sé duwoc trinh bay nhw sau:
arr cgh 2p15p16.1(RP11-479F13—RP11-260K8)x1



arr cgh: Két qua dugc phan tich bang ky thuat array CGH.

2: MAt doan dugc thay trén NST sb 2.

pl5p16.1: NStco mot vi tri dut gay ¢ bang 2pl5 (bang 5 cua vung 1 trén
nhanh ngan cua NST s6 2) va mét vi tri dut gdy & vi tri bang 2p16.1
(ving dudi bang 1, bang 6 cua ving 1 trén nhanh ngan cua NST s6
2) va mat doan NST giita 2 vi tri nay.

(RP11-479F13 —»RP11-260K8)x1
Vung NST chi c6 mat trén mot ban sao thay vi phai ¢6 2. Vung bi
mat nam trong doan ADN dugc danh dau tr RP11-479F13 dén
RP11-260K8.

— Néu dwoc phan tich bang cdc doan do oligo, két qud sé duwoc trinh bay nhw sau:
arr cgh 16p11.2(29581455-30106101) x 1

arr cgh: Két qua dugc phan tich bang ky thuat array CGH.

16p11.2: Mat doan dugc thiy trén bang 11.2 (ving dudi bang 2, bang 1 cua
viing 1) trén nhanh ngan cua NST s6 16.

(29581455-30106101) x 1
Cip bazo dau tién bj mat (hinh 12) & s6 29.581.455 tinh tir phia trai
ciia NST. Cap bazo cudi cling ctua doan mat 12 30.106.101.

29.5811b-30,106kb Nhi&m s#c thé sé 16
.
] 88,589kb
M N
O MOURANNrErClr = Sam & o oY 8RS

Hinh 12: Nhiém sdc thé 16 bj mar doan tir céip bazo s6 29.581.455 tinh tir phia trai cua
NST dén bazo 5o 30.106.101 (viing mau do)

2.4. UU PIEM VA HAN CHE CUA KY THUAT ARRAY CGH

2.4.1. Uu diém

Uu diém noi bat ciia ki thuat array CGH 1a kha ning dénh gia trén toan bo 46 NST
chi trong mot xét nghiém duy nhat va phat hién cac bat thudng mat can bang caa NST
bao gom céc truong hop léch bdi, mat hoic nhan doan ciia NST chinh x4c hon nhiéu so
Vv6i phuong phéap 1ap karyotype. K§ thuat array CGH cho phép phat hién céac bat thuong
ctia NST ngay ca khi khong c6 dinh hudng trong chan doan, ddy 13 mét wu thé cua array
CGH so voi ky thuat FISH. Array CGH ciling phat hién duoc cac truong hop kham
(mosaic) tuy nhién sy chinh xac trong chan doan con phu thudc vao ty ¢ gitra dong té
bao binh thudng va té bao dot bién [21];[55]. Trong trudng hop kham véi dong té bao dot



bién dang léch boi, array CGH cho phép phat hién dwgc ¢ mac kham tir 10% tro 1én
trong khi d6 tinh trang kham véi dong té bao dot bién mang nhan doan hoic mat doan
ciia mot NST duoc phat hién & mic kham tir 20 — 30% [50] tré 18n. Hién nay cd thé n6i
array CGH 1a k¥ thuat hiéu qua nhat cho phép phan tich mot cach toan dién bo NST, cho
phép xac dinh mot cach chinh xac céac bat thuong khong can bang caa NST, phat hién cac
gen lién quan dén nhitng bénh canh dién hinh gidp cho viéc danh gia, theo ddi va diéu tri
hiéu qua hon.

Array CGH cho phép phat hi¢n cac NST dénh dau (marker chromosome), loai NST
khong thé phat hién trong ky thuat 1ap karyotype do kich thudc cua chung qua nho khong
du dé cung cap cac mau bang dic hiéu va khong thé quan sat dugc dudi kinh hién vi. Day
c6 thé coi nhu 1a loai NST thir 47 trong b NST vén di chi c6 46 NST, hién tuong nay
duoc gap khéng phd bién & mot sb cé thé va dugc goi 1a nhiém sdc thé danh ddu nhé bé
sung (sSMC: small supernumerary marker chromosome), ching c6 thé ¢ xuat x@ tir mot
trong s6 24 NST khac nhau cia NST ngudi. Khoang 70% trudng hop sSMC 1a dot bién
méi, 30% duoc di truyén trong gia dinh [17] va ¢ khoang 30% nguoi mang sSMC c¢6
biéu hién bat thuong trén 1am sang [18].

Mét vu diém khac cua array CGH 1a c6 thé thuc hién trén cac mau té bao khéng can
qua nudi cdy dé gia ting s lugng té bao va hoan toan ty dong hda nho dé giam thiéu
duoc thoi gian xét nghiém va ting mirc d6 chinh xac cua chan doan, diéu nay dic biét co
¥ nghia rat 16n trong cac xét nghiém trudc sinh [26].

Céc bat thworng NST c6 thé dwoe xac dinh bang ky thuat array CGH:

= Céc bat thwomg NST & mikc hién vi:

— Léch bdi va cac trwdng hgp khdm
— Céc loai chuyén doan khéng can bang
— CA&c nhiém sac thé danh dau (marker chromosomes)

= Céc bat thwomg NST & mirc duéi hién vi:

— Céc hoi chirng lién quan dén vi mat doan; vi nhan doan ctia NST.

— Cac truong hop tai sap xép khdng can bang cla ving can dau tan cung
cla NST.

2.4.2. Han ché

Xuat phéat tir nguyén tic cua ky thuat, han ché caa ky thuat array CGH 1a khdng thé
phat hién cac truong hop bat thuong trong cau tric NST & dang can bang nhu chuyén
doan can bang va dao doan (hinh 13) do khéng xay ra tinh trang thira hoic thiéu vt liéu
di truyén. Array CGH khdng phan biét duoc cac truong hop thé ba nhidm (trisomy) voi
cac truong hop chuyén doan Robertson khéng can bang [34]; [21];[55].

Mot s6 truong hop léch boi ciing ¢6 the khong dugc phat hién nhu truong hop XYY
néu mau ADN chung bi chon sai gidi tinh [21]. Array CGH ciing khong thé phat hién
dugc cac truong hop kham co ty 1€ kham thap hon 10% doi vai treong hop 1éch boi va
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dudi 20 - 30% doi voi truong hop bat thuong cau tric NST dang mat can bang [50]. Mot
so loai array CGH khdng cho phép phat hién duoc cac dang da bdi nhu tam boi (triploid)
do d6 k¥ thuat lap karyotype van c6 ich va dugc chi dinh khi can thiét.

Céc truong hop bénh 1i di truyén gay ra do dot bién diém, loai dot bién gen chi lién
quan dén mot cip bazo trén ADN va cac truong hop dot bién gen ma trong d6 sb cap
bazo bi anh huéng bé hon sb bazo duoc sir dung lam doan do trong ky thuat array CGH
s& khong thé dugc chan doan bang ky thuét array CGH.

CHUYEN DOAN TUONG HO DAO DOAN

i i Ag_ A IN—
: gx(f]=k O
R o E
g ﬁ
I
(a) (b)

Hinh 13: Céc dang bar thwong nhiém sac thé can bang: (a) Chuyén doan nwong hé giira 2
cap nhiem sac thé khong twong dong. (b) Ddo doan.

Mac du array CGH cho phép phét hién cac sSSMC nhung chi c6 khoang 30% nguoi
mang sSMC c6 biéu hién bat thudng trén 1am sang, do d6 c6 mot van dé 16n ton tai 1a néu
sSMC duogc phét hién trong chian doan trudc sinh khi d6 s& rat kho dé danh gia va tién
lwong Vé tinh trang sac khoe caa thai nhi. Hién nay van chua c6 kha ning du bdo mot
cach chinh xac vé méi lién quan gitra SSMC va hau qua cia no, nhiéu nghién ciru dang
duoc tién hanh dé xac dinh méi lién hé giira sy c6 mat caa sSSMC trong té bao véi cac hau
qua trén 1am sang [18] .

”lll
@ >

o

Mot vu diém nhung lai cling 1a mot nhuoc

diém cua ki thuat array CGH 1a k¥ thuat nay cho

I phép xac dinh duoc cac bién di sb luong ban sao
(CNV: copy number variants) caa NST[6] (hinh

14), loai bién di nay xay ra khi c6 mot doan
ADN bi mat di hodc nhan Ién mot hoic nhiéu

I I I l lan. M3i bién di thuoc loai nay c6 kich thude
. thay doi tir 1Kb den nhiéu Mb va chiém khoang

12% genome. CNV 12 mot dang bién di pho bién
cia NST trong quan thé va thuong vo hai, s6
-1 Hin thudng +1 lwong CNV trung binh vo hai & mdi ca thé cé thé
lén toi 800 hoic hon [50] tuy nhién trong mot sé
truong hgp CNV ¢6 thé anh huong dén su phat
trién va stc khoe cua cé thé, CNV duoc thiy

Hinh 14: Bién di sé lrong ban sao
(CNV) trén ADN cza nhiém sdc thé.
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trong 5 — 18% tré cham phat trién, 12 nguyén nhan dan dén mot s6 di tat bam sinh, sy
thai tu nhién, thai luu [25]. Trong mot vai truong hop CNV khéng lién quan téi tinh
trang stcc khoe cua bénh nhan khi con nhé nhung c6 thé anh hudng dén sic khoe cua ho
trong tuong lai. Cac CNV lam cho viéc doc két qua array CGH tré nén khé khin va trong
nhitng truong hop nay can thiét phai xét nghiém thém ADN cua b me dé c6 thé phién
giai két qua. Vi ly do ndy ma cac array CGH dung trong chan doan theo muc tiéu
(targeted array) duoc thiét ké dé cd thé phat hién téi da cac CNV gay ra nhitng hau qua
bénh i va loai trir cac CNV da hinh khong lién quan dén céc biéu hién bat thuong trén
lam sang.

Céc bat thwong NST khong thé xac dinh bang ky thuat array CGH

1.  Céc trurong hop tai sdp xép can bang cua NST (balanced rearrangements)
Chuyén doan twong hé.

—  Pao doan

Chuyén doan Robertson

— Chén doan twong hé (reciprocal insertion)

2. Céc truromg hop bét thuong sé lwong cda NST (balanced rearrangements)

—  Da boi (moét sb array CGH)

3. Céc truong hop bét thuong khdng can bang & duéi muc phat hién cda ky thuat
array CGH
—  Céc dot bién diém
— Thém hodc mét doan exon c6 kich thwéc nhd hon mirc d6 phan giai cta ky
thuat array CGH.
— Giatang doan lap ba nucleotid

4. Céc trrong hop khdm mire dé thap

Mac du viéc thuc hi¢n array cho toan bo genome cho phép phat hi¢n cac hoi chung
méi lién quan dén bat thuong cua NST nhung ciing glong nhu di voi sSSMC, trong chan
doan truge sinh khi kiéu hinh cia thai chua dugc biét mot cach dy du thi kha nang phat
hién cac CNV da hinh cua array CGH khi thuc hién trén toan bo genome lam cho viéc
phién giai két qua hét strc kho khin so véi khi xét nghiém duoc thyc hién sau khi sinh.

Céac CNV géy ra nhicu kho khan khi sir dung array CGH trong chan doan va dieu
nay chi dugc khac phuc khi cac kiéu bién di néi trén dugc xac dinh, phan loai va hiéu biét
mot cach day du [41].

MGt han ché nira cuia k thuat array CGH la gia xét nghiém kha cao nén kho c6 thé
thuc hién chi dinh rong réi ky thuat nay cho moi doi tuong.
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KHUYEN CAO CUA HIEP HOI DI TRUYEN Y HOC HOA KY VE CHI DINH SU’ DUNG Array
CGH

Hiép hoi Di truyén Y hoc Hoa Ky (ACMG) thang 11 ndm 2010 di dua ra cic
khuyén céo vé chi dinh sir dung array CGH [23] trong cdng tac chan doan tuy nhién cac
khuyén cdo nay chi khang dinh gia tri cua array CGH trong chan doan sau sinh nhung
khong dua ra nhitng chi dan cho viéc danh gia trudc sinh.

Khuyén cao cta Hiép héi Di truyén Y hoc Hoa Ky (ACMG) nam 2010
ve str dung array CGH:

1. Array CGH dwoc chi dinh wu tién dé& phat hién cac bién di sbé lwong ban
sao (CNV) & thoi diém sau sinh cho nhirng trworng hop:

a. Da dj tat nhuwng khoéng dac hiéu v&i nhirng hdi chirng di truyén da
biét.

b. Cac truong hop cham phat trién/cham phat trién tam than ré nhung
khong lién quan dén cac hdi chirng.

c. Céc rdiloan lien quan dén tw ky.

2. Can xac dinh thém V& viéc s dung array CGH trong danh gia tré bi cham
phat trién, cham noi va mét so chi dinh chwa dwoc nghién clru day du dac
biét doi v&i cac nghién ctru tién clru.

3. Can c6 sy theo ddi phii hop d6i v&i cac trwong hop bat thwong NST
khong can bang dwoc array CGH phat hién bao gom cac nghién ctru ve di
truyen te bao hoc/ FISH trén‘ bénh nhan, danh gia bé me cta bénh nhan,
tw van va danh gia vé di truyén hoc lam sang.

Huéng dan nay ciing khuyén céo khéng nén st dung array CGH khi can c6 két qua
nhanh chéng nhu truong hop nghi ngd tinh trang thé ba nhidm vi mot sé ky thuat array
CGH can t6i 48 tiéng dé thyc hién qué trinh lai va c6 thé cho két qua trong vong tir 3 dén
5 ngay nhung vi¢c phan tich, kiém dinh bang k¥ thuat FISH va phan tich cac mau ADN
ctiia bo me dé phién giai két qua doi hoi phai tiéu ton nhiéu thoi gian hon.

Do gia xét nghiém cao nén mic du array CGH la mot cong cu chan doan hiéu qua
dé danh gia su thay ddi vé sb luong NST nhung viéc lya chon array CGH nhu 13 mot xét
nghiém uu tién trong truong hop nay khéng phai 1a mét lua chon phu hop vi cac truong
hop Iéch boi phd bién nhu thé ba nhiém 21, 13, 18, X va Y ¢ thé dugc phét hién hiéu
qua bang lap karyotype. Ciing véi Iy do trén trong truong hop can xac dinh chan doan dbi
v6i mot sé cac hoi chang di truyén da dugc biét rd nhu hoi chiang William, FISH sé 1a
mot hua chon thich hop hon so vai array CGH.

Hiép hoi khuyén céo khong nén chi dinh array CGH trong céc trudng hop co kiéu
hinh binh thuong mac du tién st gia dinh ¢o6 tinh trang tai sap xép NST va trong cac
truong hop say thai lién tiep.

2.5. SU'DUNG Array CGH TRONG CHAN BOAN TRUOC SINH

Trong xet nghiém trudc sinh dé lap karyotype, té bao nudc 6i hoic té bao gai nhau
phai qua nudi ciy dé c6 du sé té bao can thiét cho viéc phan tich, quy trinh nay can thoi
gian khoang tir 14 - 21 ngay day l1a mot khoang thoi gian kha dai va day lo au cho san
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phu khi cho doi két qua. D4i vai viéc st dung Ky thuat FISH dé phat hién cac bt thuong
sb luong cua cac NST 13, 18, 21, X va Y do khdng can nudi ciy té bao nén chi can
khoang 2 - 3 ngay dé c6 két qua, tuy nhién FISH chi c6 thé phat hién cac trudng hop léch
boi pho bién do d6 trong mot sé truong hop ngoai FISH van can phdi hop viéc phan tich
karyotype. K thuat array CGH do ciing khong doi hoi phai nudi cay té bao nén két qua
sé duoc tra trong khoang tir 3 - 5 ngay|[7];[26];[36].

Mic du k§y thuat array CGH hira hen 13 mot xét nghiém di truyén nhay hon, c6 d6
chinh xac va tinh hiéu qua cao hon so v6i cac loai xét nghiém trudc sinh khac tuy nhién
bén canh d6 ciing dat ra nhitng van dé can phai dugc giai quyét. Mot trong nhitng van dé
do la chiing ta thuc su chua biét mot cach day du vé mbi twong quan giira nhing bién doi
nho trong ciu trdc caa NST duoc phét hién qua array CGH véi su phat trién binh thuong
cua phoi thai va co thé do d6 nhitng nd lyc tim kiém nhimng thay d6i ciia NST trong thai
ky bang cach str dung array CGH thuong quy co thé gay ra nhitng lo au khong dang c6
cho san phu va gia dinh [9], va trong mét sb truong hop c6 thé dan dén quyét dinh dinh
thai [45]. Viéc xac dinh loai bénh nao dugc xem la nghiém trong dé thuc hién viéc chan
doan truéc sinh bang k¥ thuat CGH ciing 1a mot van dé do muac d6 nghiém trong cua
bénh dugc cam nhan rat khac nhau va phu thudc vao kha nang diéu tri [54];[9].

Can ctr trén chire nang cua Viée chan doan trudce sinh 1a (1) hd tro cho nhiing thai ki
c6 nguy co cao, (2) cung cap day du thong tin cho bd me dé cd thé quyét dinh huéng giai
quyét va (3) cung Cap thong tin dé bé me ¢6 chuan bi tét cho viéc cham soc tré bi Khuyét
tat hoic cac van dé vé sic khoe khac sau khi sinh dé c6 nhlel.{ y kién ‘tranh cdi vé vai tro
cua array CGH trong giai doan trudc sinh, tuy nhién da so dong y ve tinh hi¢u qua cua
array CGH trong chan doan trudce sinh nhung khuyen cao cac nha lam sang can luu y den
nhitng han cheé caa k¥ thuat nay [8];[2];[37];[48].

~ Céc mau xét nghiém trudc sinh st dung trong ky thuat array CGH dé chan doén c6
the la (1) cac mau lay tir thai luu hogc thai sdy ngau nhién [39], (2) cac mau te bao oi va
te bao gai nhau qua nudi cay hoac khong qua nudi cay [35], (3) cac ADN tu do cua thai
(cell free fetal DNA) ¢ trong dich 6i [31];[30] (4) cAc mau lay tir cAc thai da di tat[16].
Array CGH duoc chi dinh trong chan doan trudc sinh trong céc truong hop:
= Thai nhi dugc phat hién c6 bat thudng cau trdc qua siéu am [20];[51];[40],
= Céc truong hop can phan tich sau hon cac bat thuong cua NST cua thai nhi
[10];[38];[51]: Array CGH cho phép phat hién thém 3,6% cac truong hop bat
thuong khong can bang trong genome trong so cac truong hop lap karyotype
khong phéat hién dugc bat thwong nao ca. Ky thuat nay ciing lam tang ty 16
phat phat hién Ién 5,2% so véi viéc 1ap karyotype khi cd chi dinh do siéu am
phat hi¢n bat thuong cau truc cua thai nhi [20].
= Tién sir da sinh con bi bat thuong NST.
= Bb me mang bat thudng dang can bang cia NST.
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= Truong hop tudi me cao [27]: nhiéu nghién ciu cho thdy & san phu & do tudi
cao 70% phoi va 50% tdi phdi (blastocyte) mang bt thuong NST. Nhiing bt
thuong nay lam giam kha nang lam t6 va ting kha ning sy thai theo sy gia
tang cua tudi me. Ngoai ra array CGH la mot ki thuat hiéu qua cho viéc danh
gia bo NST cua cac té bao phdi trong diéu tri vo sinh.

Chi dinh k¥ thuat array CGH trong chan doan trwéc sinh

—  CO6 d4u hiéu bat thuong cda thai nhi trén siéu am
— Nghi ng& mang chuyén doan khéng can bang

— Tién s da sinh con bj bat thwerng NST

— B& me mang bét thwong NST dang can béng

—  Tudi me cao

Hién nay van dé ung dung k¥ thuat array CGH ciing nhu gia tri cua né trong chan
doan truéc sinh van con dang duoc tiép tuc thao luan. Viéc sir dung array CGH ¢6 muc
tiéu (targeted array CGH) duoc dé xuét sir dung trong chan doan trude sinh dé lam ting
kha ning phat hién cac bat thuong NST [44] tuy nhién viéc chan doan dwa trén cac muc
tiéu dinh sin nhu vy ciing s& dan dén bo s6t mot s truong hop bat thuong khdng can
bang caa NST ma nhitng bat thuong nay cd thé dan dén nhiing bat thuong vé mat 1am
sang [48], day 1a mot han ché gidng nhu nhitng han ché cua cac ki thuat chan doan truéc
sinh khac mac du & mac do6 nho hon.

Hoi San Phu Khoa Hoa ky[1]J(ACOG: American Congress of Obstetricians and
Gynecologists) thang 11 ndm 2009 da dua ra nhén dinh vé ky thuat array CGH sur dung
trong chan doan trudc sinh nhu sau:

= Ky thuét array CGH thuén loi hon so véi ky thuat lap karyotype truyén théng
trong chan doan truge sinh trong danh gid cac trudng hop c6 bat thuong véi do
phan giai cao, khéng can phai nui cay té bao 6i hoic gai nhau, tu dong hda va cho
két qua trong thoi gian ngan hon.

= Ky thut array CGH khong the phét hién cac treong hop dao doan hoac chuyén
doan cén bang cling nhu trueong hop tam boi.

= Gi& xét nghiém cao.

= Array CGH phat hién mot lugng I6n CNV v hai hoiic cac CNV khong chic c6 thé
gay ra cac bieu hién 1am sang khéng rd rang.

= Array CGH khdng thé phat hién cac truong hop kham c6 ty 18 kham dudi 20%.

Hoi San Phy Khoa Hoa ky ciing dua ra nhitng y kién vé sir dung k§ thuat array
trong chan doan trudce sinh nhu sau :

= Ky thuat I3p karyotype truyén thong van la ky thuat di truyén té bao hoc co ban sir
dung trong chan doan trudc sinh,
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= Ky thuat array CGH c6 muc tiéu (targeted array CGH), phdi hop véi tu van di
truyén, cé thé dugc chi dinh trong chan doan trude sinh nhu 13 bién phap bd sung
cho cac trudng hop thay cd bét thuong vé giai phau cua thai nhi va karyotype binh
thuong cling nhu cac truong hop thai chét vai cac di dang bam sinh va khéng thé
lap dugc karyotype.

= Caccap vo chdng chon k¥ thuat array CGH ¢ muc tiéu can nhan dugc tu van di
truyén trudc va sau khi thyc hién array CGH. Dé phién giai cac két qua cua array
CGH can c6 hd tro tu van di truyén l1au dai.

= Céc cap vo chdng nay can phai hiéu rang k§ thuat array CGH khdng thé phat hién
duoc tat ca cac bénh ly di truyén va céac két qua cua array CGH c6 thé kho phién
giai.

= Ky thuat array CGH c¢6 muc tiéu c6 thé hitu ich & vai trd nhu mot cdng cu sang
loc, can phai c6 nhiéu nghién ciu thém dé xac dinh mot cach day du vé kha nang
cling nhu han ché cua no.

2.6. NGAN HANG D(YLIEU

Hién nay mot hiép hoi qudc té voi su lién két cua hon 75 phong thi nghiém trén thé
gidi da duoc thanh lap dé tap trung giai quyét cac van dé lién quan dén k§ thuat array voi
ttn goi la “The International Standard Cytogenomic Array Consortium*
(https://www.iscaconsortium.org/). Hiép hoi dang nghién ctru tinh kha thi caa viéc thanh
lap mot hé thdng théng nhat, duoc tiéu chuan hda trong bao cao va phan loai cac két qua
cua array CGH ca truong hop bénh Iy 1an treong hop vo hai, ¢é cung cip cho cac nha
lam sang cac thdng tin chinh xac nhat va luén dugc cap nhat [25].

Ngan hang dit liéu dé tham khao vi tri va chirc niang ciia gen, danh sach cua cac
CNV, thdng tin cap nhat c4c biéu hién 1am sang cho cac truong hop bat thuong dic hiéu
hién da san ¢ trén cac trang web cua:

= UC Santa Cruz Database (http://www.genome.uscs.edu)
= Toronto Database of Genomic Variants (http://projects/tcag.ca/variation/)

» DECIPHER (http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decip),
» ECARUCA (http://lumcecaruca0l.extern.umcn.nl:8080/ecaruca/ecaruca.jsp)

3. KET LUAN
Véi ky thuat array CGH hién nay c6 thé di dén mot sé két luan sau:

= Array CGH khdng chi cho phép phét hién cac truong hop bat thuong khong
can bang nhu k¥ thuat lap karyotype ma con cho phép phat hién cac truong
hop bat thuong khong can bang caa NST & dudi mic hién vi ma ky thuat nay
khong thé phat hién duoc.
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= Array CGH hién da duoc s dung trong chan doan trudc sinh, dic biét ddi
v6i nhitng trudng hop thai nhi duoc siéu am phat hién méc céc dj tat vé ciu
trac.

= Mic du c6 tinh wu viét hon han cac ki thuat phan tich NST truyén thdng
nhung array CGH van con ton tai mot sb gidi han do d6 bén canh viéc tiép
tuc nghién ctru dé khic phuc nhitng gisi han dé, tu van di truyén 1a hét suc
can thiét cho cac truong hop duoc chi dinh array CGH truée sinh.

= Can cd thém nhiéu nghién ctru dé xac dinh pham vi chi dinh st dung array
CGH trong thai ky va thiét ké ky thuat array CGH t6i vu dung trong chan
doan trudce sinh.

PHU LUC

1. Phong Xét nghiém Di truyén Y hec ciia Pai hoc Y khoa Baylor, Texas, Hoa ky: da
dua array CGH vao chan doan trugc sinh véi cac doan do oligo véi kich thudc trung
binh la 30Kb phu tat cac c&c vi tri c¢6 lién quan dén khoang 140 bénh Ii di truyén trén
genome, bao gom tat ca cac hoi chimg lién quan dén vi nhan doan va vi mat doan da
biét, ciing nhu cic ving quanh tdm dong (pericentromere) va can dau tan cing
(subtelomere) va dugc chi dinh cho cac trudong hop thai ky c6 nguy cao mac cac bénh
ly di truyén vai chi phi khoang 1600 USD mdi xét nghiém vai thoi gian thuc hién xét
nghiém khoang tir 5 — 9 ngay. Dé biét thém vé cac truong hop bénh 1y c6 thé dugc
phat hién bang array CGH cua Baylor xin vao trang web:Trang web tham khdo:
http://www.bcm.edu/geneticlabs/

2. Phong xét nghiém Signature genomics, Washington, Hoa ky: phéat trién con Chip
chan doan trude sinh véi ki thuat array CGH sir dung cac dong BAC tai nhiing vi tri
dic hiéu lién quan dén 100 hoi ching di truyén da dugc ghi nhan, cac ving can dau
tan cung va cac ving quanh tam dong. Ky thuat array CGH phdi hop véi viéc lap
karyotype cua thai nhi duoc chi dinh cho nhu:ng san phu c6 két qua siéu &m cho thay
c6 bat thudng cua thai nhi, cac trudng hop c6 bat thuong trén karyotype doi hoi can
phai 1am rd thém bang cac ky thuat phan tir, co tién st cac thai ki trudc d6 bi da di tat
khong 1& cin nguyén, tién sir say thai lién tiép hoic thai luu khong ré nguyén nhén,
tudi me cao, cd két qua sang loc huyét thanh cua me bat thuong ca nhitng chi dinh
khac cho viéc phén tich NST. Chi phi cho mdi xét nghiém la 1550 USD va thoi gian
tra xét nghiém khoang 5 ngay cho k¥ thuat array CGH. Bé biét thém vé cac truong
hop bénh 1y cé thé duoc phat hién biang array CGH cua Signature Genomics xin vao
trang web: http://www.signaturegenomics.com/

3. Phong xét nghiém Gene Dx, Hoa Kky: phét trién k¥ thuat array CGH st dung khoang
60.000 oligonucleotit, cho phép phat hién khoang 100 héi chung vi nhéan doan, vi mat
doan, cdc truong hop tai sap xep vung cén dau tan cuing cua NST, cac truong hop léch
b, va bat ky truong hop mét can bang nao cua genome I6n hon 1Mb. Chi phi cho
moi xét nghiém la 1995 USD. Dé biét thém vé cac treong hop bénh ly co thé duoc
phét hién bang array CGH cua Gene Dx xin vao trang web: http://www genedx.com
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