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I.MỞ ĐẦU
Chẩn đoán phân tử là tập hợp các kỹ thuật được sử dụng để phân tích các dấu hiệu sinh học trong bộ gen và proteome — mã di truyền của từng cá nhân và cách các tế bào của chúng biểu hiện gen của chúng như protein — bằng cách áp dụng sinh học phân tử vào xét nghiệm y tế. Kỹ thuật này được sử dụng để chẩn đoán và theo dõi bệnh, phát hiện nguy cơ và quyết định liệu pháp nào sẽ hiệu quả nhất cho từng bệnh nhân.
Bằng cách phân tích các đặc điểm cụ thể của bệnh nhân và bệnh của họ, chẩn đoán phân tử đưa ra triển vọng của y học cá nhân hóa.
Những xét nghiệm này rất hữu ích trong một loạt các chuyên ngành y tế, bao gồm bệnh truyền nhiễm, ung thư, gõ kháng nguyên bạch cầu ở người (điều tra và dự đoán chức năng miễn dịch), đông máu và dược động học — dự đoán di truyền của loại thuốc nào sẽ hoạt động tốt nhất. Chúng trùng lặp với hóa học lâm sàng (xét nghiệm y tế về chất dịch cơ thể).

Sinh học phân tử phát triển vào cuối thế kỷ XX, cũng như ứng dụng lâm sàng của nó. Năm 1980, Yuet Wai Kan et al. Đề xuất một xét nghiệm di truyền trước khi sinh đối với bệnh Thalassemia không dựa vào trình tự DNA — sau đó ở giai đoạn sơ khai — nhưng dựa trên các enzyme cắt giới hạn DNA, nơi chúng nhận ra các chuỗi ngắn cụ thể, tạo ra các chuỗi DNA dài khác nhau tùy thuộc vào alen (biến thể di truyền) của thai nhi sở hữu
Kỹ thuật chẩn đoán phân tử trong chẩn đoán trước sinh và sau sinh giúp xác định đột biến nhiễm sắc thể về số lượng và cấu trúc. Kết quả xét nghiệm chẩn đoán phân tử sẽ được các chuyên gia di truyền tư vấn và tùy theo loại đột biến mà người có đột biến nhiễm sắc thể và gia đình sẽ được tư vấn và tiên lượng cụ thể về nguyên nhân và các khả năng có thể xảy ra đối với họ cũng như các thế hệ tương lai. Sau đây em xin trình bày nội dung tiểu luận “Chẩn đoán các hội chứng liên quan đến nhiễm sắc thể thường gặp ở người bằng các kỹ thuật phân tử”
                                                   II. NỘI DUNG
2.1.Hội chứng liên quan đến nhiễm sắc thể thường gặp ở người
2.1.1.Hội chứng Down
  Hội chứng Down (HC Down) do bác sĩ Langdon Down lần đầu tiên mô tả tình trạng bệnh năm 1887. Đến năm 1957 nguyên nhân bệnh được phát hiện là do thừa một nhiễm sắc thể số 21 trong bộ gen còn gọi là tam thể 21 hoặc trisomy 21 (tri-xô-mi 21). Bệnh gây ra tình trạng chậm phát triển thể chất và tâm thần và có tần suất khoảng 1:700 trẻ sơ sinh. Các triệu chứng của HC Down có thể rất khác nhau giữa các trẻ mắc bệnh. Có trẻ cần phải được điều trị và chăm sóc rất nhiều nhưng có trẻ cần ít sự chăm sóc hơn.
Hội chứng Down không thể điều trị khỏi tuy nhiên có thể chẩn đoán sớm trong thời kỳ mang thai trước khi trẻ được sinh ra.
2.1.1.1.  Cơ chế gây HC Down
Bình thường thai được thừa hưởng vật chất di truyền gồm 46 nhiễm sắc thể, trong đó có 23 nhiễm sắc thể từ mẹ và 23 nhiễm sắc thể từ cha. Tuy nhiên ở hầu hết các trường hợp HC Down, thai có 47 nhiễm sắc thể do có thừa một nhiễm sắc thể số 21. Chính sự dư thừa vật chất di truyền này gây nên các rối loạn về thể chất và trí khôn của trẻ.
Nguyên nhân chính xác gây ra tình trạng rối loạn này vẫn chưa được xác định cụ thể ở từng người. Tuy nhiên, thống kê thấy rằng phụ nữ từ 35 tuổi trở lên có nguy cơ sinh con bị HC Down tăng lên rõ rệt. Ở tuổi 30 nguy cơ sinh con HC Down khoảng 1:1000. Có nghĩa là 1000 phụ nữ 30 tuổi sinh con thì chỉ có 1 người sinh con bị HC Down. Tuy nhiên nguy cơ này tăng lên 1:400 ở phụ nữ 35 tuổi và 1:60 ở phụ nữ 42 tuổi.
2.1.1.2.   Các rối loạn ở trẻ bị HC Down
Các trẻ bị HC Down thường có chung một số đặc điểm về thể chất như mặt dẹt, mắt xếch, tai nhỏ, rãnh khỉ (là rãnh ngang liên tục ở lòng bàn tay) và lưỡi dầy và dài. Đặc biệt khi lớn khuôn mặt của các trẻ bị bệnh rất đặc trưng, dễ nhận biết và giống nhau giữa các trẻ nên dân gian còn gọi là ‘bệnh mặt giống’.
Khi mới sinh trẻ bị HC Down thường có trọng lượng và kích thước bình thường. Nhưng sau đó trẻ có khuynh hướng phát triển chậm hơn so với trẻ bình thường cùng tuổi.
Trương lực cơ mềm và khớp lỏng lẻo cũng là đặc điểm của trẻ bệnh HC Down. Mặc dù hầu hết đều cải thiện nhưng nhìn chung trẻ bị HC Down sẽ có quá trình phát triển như biết ngồi, bò và đi chậm hơn so với trẻ bình thường.
Ở trẻ sơ sinh, tình trạng nhược cơ có thể gây khó khăn trong việc nuôi bú, nuôi ăn, táo bón và các vấn đề tiêu hóa khác. Ở trẻ lớn có thể bị chậm phát triển ngôn ngữ, kỹ năng tự chăm sóc như ăn uống, mặc quần áo và đi vệ sinh.
Trí thông minh và khả năng nhận biết của trẻ bị HC Down thường bị chậm phát triển từ nhẹ tới vừa. Trẻ có thể học và phát triển các kỹ năng nhưng thường rất chậm và phải học suốt đời. Ngoài ra khả năng này thay đổi rất khác nhau giữa các trẻ và không thể đoán trước được.
Trẻ bị HC Down thường bị kèm theo các bất thường bẩm sinh khác trong đó dị tật bẩm sinh tim là phổ biến nhất như thông liên thất, còn ống động mạch, tứ chứng Fallot (pha-lô). Ngoài ra còn có các dị tật khác về thính giác, thị giác, rối loạn tuyến giáp, bất thường về tiêu hóa, động kinh, các vấn đề về hô hấp, béo phì, dễ bị nhiễm trùng và ung thư bạch huyết.
2.1.1.3. Chẩn đoán trước sinh
Có hai loại xét nghiệm để phát hiện HC Down ở thai gồm xét nghiệm tầm soát và xét nghiệm chẩn đoán. Xét nghiệm tầm soát giúp ước lượng được nguy cơ HC Down ở thai còn xét nghiệm chẩn đoán giúp xác định chính xác có hay không HC Down ở thai.
Mặc dù xét nghiệm tầm soát thường không đau và không xâm lấn nhưng nó lại không thể đưa ra câu trả lời chắc chắn liệu thai có bị HC Down hay không. Vì thế giá trị chủ yếu của xét nghiệm tầm soát là cung cấp thông tin giúp cho các cặp vợ chồng quyết định có thực hiện xét nghiệm chẩn đoán hay không.
Các xét nghiệm chẩn đoán có khả năng phát hiện HC Down và một số rối loạn nhiễm sắc thể khác với độ chính xác rất cao hơn 99%. Tuy nhiên do xét nghiệm đòi hỏi phải thực hiện một số thủ thuật xâm lấn trong tử cung như chọc hút dịch ối hoặc sinh thiết gai nhau có liên quan đến nguy cơ sẩy thai và các tai biến khác ở thai. Vì thế xét nghiệm chẩn đoán thường chỉ áp dụng cho các thai phụ có nguy cơ cao sinh con bị HC Down qua xét nghiệm tầm soát, phụ nữ trên 35 tuổi hoặc tiền sử gia đình có bất thường di truyền.
2.1.1.4.Chẩn đoán sau sinh
Sau khi sinh, trẻ bị HC Down thường dễ nhận biết và được chẩn đoán bằng cách lập bộ nhiễm sắc thể (karyotype) của tế bào máu để xác định cấu trúc và số lượng của nhiễm sắc thể số 21 ở trẻ.
2.1.2. Hội chứng Patau
Hội chứng Patau là một dị tật bẩm sinh do bất thường nhiễm sắc thể gây ra. Bình thường mỗi người có 23 cặp nhiễm sắc thể trong bộ máy di truyền. Ở những trẻ không may bị hội chứng Patau, cặp nhiễm sắc thể thứ 13 sẽ có thêm 1 nhiễm sắc thể thứ 3, tạo nên một bộ ba nhiễm sắc thể, gọi là trisomy 13. Đây là nguyên nhân hàng đầu gây sẩy thai và thai chết lưu trong tử cung. Các phôi thai mắc phải hội chứng này sẽ phát triển chậm trong tử cung kèm theo nhiều bất thường khác. Một số bào thai mắc phải hội chứng Patau vẫn có thể được sinh ra nhưng với những khuyết tật nghiêm trọng về tim mạch và thần kinh mà trẻ mắc phải làm trẻ hiếm có cơ hội sống sót sau sinh.

Hội chứng Patau khá hiếm gặp với tỷ lệ 1/16000 thai kỳ, bé gái hay gặp hơn bé trai. Nguy cơ mắc phải hội chứng này tăng tỷ lệ theo tuổi mẹ. Hơn 80% đứa trẻ được sinh ra với hội chứng này chết trong năm đầu tiên, 95% trẻ mắc hội chứng này chết ngay khi còn nằm trong bào thai. Tuy nhiên, vẫn có trẻ có thể sống tới tuổi vị thành niên mặc dù rất hiếm.

  2.1.2.1. Nguyên nhân Hội chứng Patau

Tính đến thời điểm hiện tại, nguyên nhân gây hội chứng Patau vẫn chưa được biết chính xác.

Trong đa số các trường hợp, hội chứng Patau xảy ra ngẫu nhiên trong quá trình thụ tinh, khi có bất thường trong việc phân chia các tế bào, dẫn đến việc sao chép sai lệch các thông tin di truyền. Nhiễm sắc thể thứ ba trong bộ ba nhiễm sắc thể cũng chính là bản sao của nhiễm sắc thể thứ 13 trong bộ máy di truyền.

Khoảng 1 trong 10 trường hợp trẻ mắc dị tật bẩm sinh này là do một nhiễm sắc thể khác dịch chuyển đến, ghép với cặp nhiễm sắc thể thứ 13 tạo nên bộ ba nhiễm sắc thể.

2.1.2.2. Triệu chứng Hội chứng Patau

Những đứa trẻ mắc phải hội chứng Patau thường gặp phải rất nhiều vấn đề sức khỏe liên quan đến thể chất và trí tuệ. Khi còn là bào thai ở trong tử cung, tăng trưởng bị hạn chế nên cân nặng lúc sinh thường thấp. Hơn 80% các trường hợp sinh ra với các dị tật tim bẩm sinh nặng nề. Não bộ thường không chia làm 2 bán cầu, thường được gọi là dị tật không phân chia não trước.

Một số bất thường đầu cổ có thể thấy được:

· Sứt môi, hở hàm ếch

· Mắt nhỏ hoặc chỉ có một mắt, khoảng cách giữa hai mắt gần nhau

· Đầu nhỏ, trán nghiêng, méo mó, một vài trẻ bị mất mảng da đầu

· Tai thấp, có thể điếc

· U máu

Hội chứng Patau có thể gây ra các bất thường khác như:

· Khiếm khuyết thành bụng gây thoát vị rốn, ruột và các tạng khác trong ở bụng phòi ra ngoài.

· Nang bất thường ở thận

· Dương vật nhỏ ở các trẻ trai hoặc âm vật phì đại ở trẻ gái.

· Bất thường ở tay và chân như tật thừa ngón, bàn chân bị biến dạng.

2.1.2.3. Đường lây truyền Hội chứng Patau

Vì hầu hết các bất thường nhiễm sắc thể xảy ra ngẫu nhiên trong quá trình thụ tinh, nên không thể kết luận rõ ràng về các yếu tố nguy cơ của mình.

Hiện nay, nhiều chuyên gia cho rằng. Nguy cơ mắc phải hội chứng này tăng tỷ lệ theo tuổi mẹ

2.1.2.4. Phòng ngừa Hội chứng Patau

Sàng lọc trước sinh là cách hiệu quả nhất để phòng tránh việc sinh ra một em bé mắc hội chứng Patau. Phát hiện được một thai nhi mắc phải hội chứng này ngay khi còn trong bụng mẹ có thể được thực hiện bằng nhiều phương tiện hỗ trợ:

Xét nghiệm double test, triple test
Là các xét nghiệm sinh hóa được thực hiện lần lượt ở tuần thứ 10-13 và tuần thứ 14-18 của thai kỳ. Các xét nghiệm này giúp xác định được nguy cơ trẻ mắc phải các dị tật bẩm sinh, trong đó có cả hội chứng Patau. Nếu trẻ có nguy cơ cao, bác sĩ cần chỉ định các xét nghiệm can thiệp khác như chọc ối để kiểm tra chính xác hơn.

Siêu âm thai

Giúp xác định tuổi thai, các chỉ số cơ bản của thai, đo độ mờ da gáy và các bất thường về hình thái đặc trưng cho hội chứng Patau.

Xét nghiệm NIPT

· NIPT là phương pháp chẩn đoán trước sinh mới nhất, giải trình tự DNA của con trong máu mẹ để sàng lọc các di truyền nhiễm sắc thể có thể mắc phải. NIPT nên được thực hiện từ tuần thứ 10 của thai kỳ vì thời gian này lượng DNA của thai nhi đi vào máu mẹ đủ để tiến hành phân tích.

· Độ chính xác của phương pháp này lên đến 99,9% cho phép bác sĩ được chẩn đoán xác định các dị tật bẩm sinh trước sinh mà không cần dùng thêm các xét nghiệm khác.

· Một ưu điểm khác của phương pháp này là không tác động đến bào thai hay các tổ chức quanh bào thai nên sẽ hạn chế các biến chứng như nhiễm trùng, sẩy thai, …

2.1.2.5. Các biện pháp chẩn đoán Hội chứng Patau

Những đứa trẻ mắc hội chứng Patau sẽ có những đặc trưng riêng và được chẩn đoán bằng việc kiểm tra thể chất và thăm khám lâm sàng. Các chỉ định như CT scan hoặc chụp cộng hưởng từ có mục đích phát hiện các dị tật ở não, tim và thận.

Tuy nhiên để xác định chính xác sự hiện diện của hội chứng Patau cần phải thực hiện xét nghiệm di truyền, làm nhiễm sắc thể đồ.
2.1.3. Hội chứng Edward
Hội chứng Edwards được mô tả lần đầu bởi Giáo sư John Edwards, Đại học Oxford và các đồng nghiệp của ông trên tạp chí y học Lancet năm 1960. Hội chứng Edwards không thể điều trị khỏi tuy nhiên có thể chẩn đoán ở giai đoạn sớm của thai kỳ.
Hội chứng Edwards hay còn được biết đến là hội chứng trisomy 18, xảy ra khi bệnh nhân bị thừa một nhiễm sắc thể số 18 trong bộ nhiễm sắc thể. Hội chứng này xuất hiện với tỉ lệ khoảng 1:4000 đến 1:8000 trẻ sơ sinh. Đây là hội chứng phổ biến thứ ba chỉ sau hội chứng Down và hội chứng DiGeorge. Hội chứng Edwards có ảnh hưởng đến việc em bé có thể sống sót được bao lâu, điều đáng buồn là hầu hết trẻ sơ sinh mắc hội chứng Edwards sẽ chết trước hoặc ngay sau khi được sinh ra. Chỉ khoảng 5 – 10% trẻ sinh ra có thể sống hơn một năm tuổi.

2.1.3.1.   Nguyên nhân gây ra hội chứng Edwards

Mỗi tế bào trong cơ thể thường chứa 23 cặp nhiễm sắc thể, mang bộ gen di truyền từ cha mẹ. Một em bé mắc hội chứng Edwards sẽ có ba bản sao nhiễm sắc thể số 18 thay vì hai. Điều này ảnh hưởng đến cách em bé lớn lên và phát triển, vật chất di truyền thừa sẽ làm gián đoạn các quá trình phát triển tự nhiên của cơ thể.

Việc có 3 bản sao nhiễm sắc thể 18 thường xảy ra do sự phát sinh ngẫu nhiên trong quá trình hình thành giao tử và thụ tinh, cụ thể là do các NST không phân li trong quá trình phân chia tế bào.

2.1.3. 2.   Một số dạng hội chứng Edwards

· Hội chứng Edwards thể thuần nhất: 47,XX(XY),+18
Hầu hết các em bé mắc hội chứng Edwards đều có thêm một nhiễm sắc thể 18 trong tất cả các tế bào. Đây được gọi là hội chứng Edwards thể thuần nhất. Ảnh hưởng của hội chứng Edward thể thuần nhất thường nghiêm trọng hơn. Đáng buồn thay, hầu hết các em bé gặp phải hình thức này sẽ chết trước khi chúng được sinh ra.

· Hội chứng Edwards thể khảm: 46,XX(XY)/ 47,XX(XY),+18
Một số ít trẻ mắc hội chứng Edwards (khoảng 1:20) có thêm một nhiễm sắc thể 18 chỉ trong một số tế bào, trong khi các tế bào khác bình thường. Những trường hợp khảm thường ít nghiêm trọng hơn thể thuần nhất. Mức độ nghiêm trọng của bệnh phụ thuộc vào số lượng và loại tế bào bị thừa NST mà có thể ở thể nhẹ cho đến nặng. Hầu hết những đứa trẻ mắc hội chứng Edward thể khảm được sinh ra sẽ sống được ít nhất một năm và có thể sống đến tuổi trưởng thành.

· Hội chứng Edwards một phần
Trong một số rất hiếm các trường hợp (khoảng 1:100 trẻ bị hội chứng Edwards), một phần của vai dài NST số 18 gắn vào một NST khác trong quá trình phát sinh giao tử (trứng và tinh trùng) hoặc ở giai đoạn phôi sớm. Người mắc hội chứng lúc này sẽ có 2 NST số 18 và một phần NST số 18 gắn vào một NST khác, đây gọi là hội chứng Trisomy 18 một phần. Tùy theo độ dài của đoạn NST 18 được gắn trên NST khác mà bệnh nhân biểu hiện triệu chứng từ nhẹ đến nặng.

Hội chứng Edwards một phần ảnh hưởng đến em bé như thế nào tùy thuộc vào phần nhiễm sắc thể 18 nào có trong các tế bào của chúng.

2.1.3.3.   Chẩn đoán hội chứng Edwards

Có hai loại xét nghiệm trước sinh để phát hiện Hội chứng Edwards ở thai gồm xét nghiệm tầm soát và xét nghiệm chẩn đoán.

· Xét nghiệm tầm soát: thường được sử dụng là Double test, Triple test và NIPT (dựa vào ADN tự do của thai nhi trong máu mẹ). Xét nghiệm tầm soát chỉ giúp ước lượng được nguy cơ Hội chứng Edwards của thai nhi.

· Xét nghiệm chẩn đoán: Công thức nhiễm sắc thể, FISH, QF-PCR từ mẫu dịch ối và gai nhau sinh thiết. Xét nghiệm chẩn đoán giúp xác định chính xác có hay không Hội chứng Edwards ở thai.

Trẻ sơ sinh cũng có thể được chỉ định xét nghiệm chẩn đoán hội chứng Edwards nếu có các dấu hiệu đặc trưng của bệnh.
2.1.4. Hội chứng Turner
Hội chứng Turner (TS) là bệnh do mất một phần hay toàn bộ nhiễm sắc thể (NST) giới tính thứ hai ở nữ giới. Mất một NST giới tính có thể ở tất cả các tế bào 45,X – monosomy, hoặc chỉ có ở một dòng tế bào trong cơ thể – thể khảm.
Tần suất của TS vào khoảng 1/2000 trẻ gái sinh ra sống.

2.1.4.1. Nguyên nhân của TS là hậu quả của việc không phân ly bất thường các NST giới tính khi phân bào giảm nhiễm hoặc trong khi phân bào nguyên nhiễm để tạo nên thể monosomy hoặc thể khảm.

Đột biến cấu trúc NST là rối loạn do sự đứt gãy chromatid của NST khi NST chưa nhân đôi ở gian kỹ của chu kỳ tế bào. Rối loạn cấu trúc NST X gặp có thể do mất đoạn, đảo đoạn, isochromosome, chuyển đoạn, sự tạo NST hình nhẫn để tạo các rối loạn cấu trúc khác nhau của TS .

2.1.4.2. Chẩn đoán
● Tiêu chuẩn chẩn đoán
– Bệnh nhân có triệu chứng lâm sàng của Henry Turner mô tả: lùn, thiểu năng sinh dục, thừa da cổ, tóc mọc thấp, và cẳng tay cong ra ngoài (cubitus valgus).

– Bệnh nhân có karyotype:

+ 45,XO

+ Thể khảm: 45,XO/46,XX, 45,XO/46,XX/47,XXX, …

+ Rối loạn cấu trúc: iXp, iXq, delXp, delXXq, rX, …

Chọn lựa bệnh nhân có cả 2 tiêu chuẩn hoặc bệnh nhân có karyotype là 46,XX nhưng đạt tiêu chuẩn với lâm sàng điển hình của TS như Turner mô tả.

Người ta nghiên cứu tiến hành chẩn đoán trước sinh cho TS bằng cách xét nghiệm máu mẹ, siêu âm thai, karyotype thai nhi từ nước ối, tua rau. Nhưng khi có nghi ngờ chẩn đoán TS trước sinh, karyotype cần làm để chẩn đoán xác định sau sinh.

2.1.4.3 Triệu chứng lâm sàng
– Lùn: thường thấp hơn 2 độ lệch chuẩn so với tuổi.
– Thiểu năng sinh dục: đến 12-13 tuổi mà không có các đặc tính sinh dục phụ như tuyến vú phát triển, lông mu, kinh nguyệt.
– Thừa da cổ/mang cánh bướm: Thừa da vùng sau gáy, làm cổ trông to ra.
– Tóc mọc thấp: Đường tóc ở dưới thấp hơn bình thường.
– Cẳng tay cong ra ngoài: Ở nữ trưởng thành bình thường góc cánh tay và cẳng tay khoảng 12 độ. Trong khi ở bệnh nhân TS góc này thường 15-30 độ.
– Nếp quạt ở mắt: nếp da ở góc mắt.
Ngoài các triệu chứng lâm sàng được Henry mô tả ở trên, bệnh nhân có thể có các triệu chứng khác
– Thiểu sản móng: móng tay ngắn và vểnh lên.
– Ngực rộng hình khiên: Ngực rộng so với chiều dài lồng ngực, khoảng cách 2 núm vú tương đối xa nhau.
– Xương bàn tay IV/V thấp: Khi kẻ đường thẳng từ điểm đầu của xương bàn tay III và đầu xương bàn tay V thì đầu xương bàn tay IV nằm ở dưới đường thẳng này.
– Phù mu bàn chân/tay: Phù mu bàn chân/tay được cho là do rối loạn mạch bạch huyết trong TS.
– Cận/loạn thị: Khi trẻ đã khám chuyên khoa mắt và được chẩn đoán cận/loạn thị.
– Sắc tố da: Nốt sắc tố da thẫm.
2.1.4.5. Xét nghiệm
Xét nghiệm karyotype là bắt buộc để chẩn đoán TS.
FSH, LH và estradiol được đo cho bệnh nhân khi vào viện, và đo mỗi 6-12 tháng sau điều trị hormon nữ.

Chức năng tuyến giáp được chỉ định cho các bệnh nhân TS bằng cách đo TSH và T4 hoặc FT4.

Để phát hiện các dị tật về hệ tim mạch và thận tiết niệu, siêu âm tim và siêu âm thận tiết niệu được chỉ định cho bệnh nhân.

Đánh giá khả năng nghe.

DQ hoặc IQ.

Tỷ trọng xương (nếu trên 18 tuổi).

Đối với bệnh nhân karyotype có mar (đoạn nhiễm sắc thể không xác định), kỹ thuật PCR được áp dụng để xác định bệnh nhân có gen TDF hay không.

2.1.5. Hội chứng Klinefelter
Hội chứng Klinefelter là rối loạn nhiễm sắc thể giới tính phổ biến nhất, xảy ra trong khoảng 1/500 trẻ trai sinh sống. Nhiễm sắc thể X thêm có nguồn gốc mẹ trong 60% trường hợp. Tế bào mầm không tồn tại trong tinh hoàn, dẫn đến giảm tinh trùng và androgens.

Những trẻ nam bị bệnh có xu hướng cao với cánh tay và chân dài không cân xứng. Họ thường có tinh hoàn nhỏ, chắc, và khoảng 30% có vú to
Dậy thì thường xảy ra ở tuổi thông thường, nhưng thường râu mọc ít. Có xu hướng rối loạn việc học ngôn ngữ. Sự thay đổi lâm sàng là tốt, và nhiều nam giới 47, XXY có ngoại hình và trí tuệ bình thường. Sự phát triển tinh hoàn thay đổi từ các ống hyalin hoá không có chức năng đến một số ống có thể sản xuất tinh trùng; sự bài tiết hormon kích thích nang trứng tăng lên trong nước tiểu.
Thể khảm gặp ở khoảng 15% các trường hợp. Những người này vẫn có thể sinh sản. Một số người nam bị hội chứng này có 3, 4, và thậm chí 5 X nhiễm sắc thể cùng với Y. Khi số nhiễm sắc thể X tăng lên, mức độ tàn tật về trí tuệ và dị tật cũng tăng lên. Mỗi X phụ có liên quan đến giảm IQ 15 đến 16 điểm, với ngôn ngữ bị ảnh hưởng nhiều nhất, đặc biệt là kỹ năng ngôn ngữ biểu cảm.

  Chẩn đoán

· Chẩn đoán trước sinh thường được thực hiện khi xét nghiệm di truyền tế bào do những nguyên nhân khác ví dụ như khi tuổi mẹ lớn.

· Sau sinh phát hiện dựa vào triệu chứng lâm sàng

· Xét nghiệm di truyền tế bào làm bộ nhiễm sắc thể, FISH, và / hoặc phân tích phân tử nhiễm sắc thể

Chẩn đoán hội chứng Klinefelter nghĩ đến khi khám lâm sàng một trẻ vị thành niên có tinh hoàn nhỏ và vú to. Nhiều nam giới được chẩn đoán trong quá trình đánh giá vô sinh (có thể tất cả nam 47, XXY không ở thể khảm đều vô sinh).

Chẩn đoán xác định bởi phân tích di truyền tế bào (bộ nhiễm sắc thể, lai huỳnh quang tại chỗ, và / hoặc phân tích phân tử nhiễm sắc thể [CMA]).

2.2.Kỹ thuật phân tử chẩn đoán
2.2.1.Karyotype
Karyotype đuợc lập để mô tả đặc điểm bộ NST của một cá thể dựa trên bộ NST của tế bào ở kỳ giữa (metaphase) hoặc kỳ giữa sớm (pro- metaphase) của nguyên phân.

 Phân loại nhiễm sắc thể
Việc xác định và phân loại từng NST được thực hiện dựa trên các đặc điểm sau đây của mỗi NST:

(1) Chiều dài.
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Các loại vị trí của tâm động
(2) Vị trí của tâm động (centromere) (hình 1): Tâm động chia NST làm hai nhánh được gọi là nhánh ngắn (nhánh p, p: petite) và nhánh dài (nhánh q). Tùy theo vị trí của tâm động trên NST mà chia thành ba loại:

· NST tâm giữa (metacentric): tâm động nằm giữa, hai nhánh p và q tương đối bằng nhau.

· NST tâm lệch (submetacentric): tâm động nằm lệch, sự khác biệt giữa

nhánh p và q khá rõ.

· NST tâm đầu (acrocentric): NST nằm ở một đầu của NST. Các NST tâm đầu thường có mang các vệ tinh (sattelite) nối với tâm động bằng các cuống.

(3) Sự phân bố của các band sáng tối (trong kỹ thuật nhuộm band)

(4) Màu sắc huỳnh quang bắt màu trên NST ( trong kỹ thuật nhuộm màu huỳnh quang)

1.1. Karyotype  (kiểu nhân)

Giai đoạn thích hợp để lập karyotype


Một cụm NST ở kỳ giữa

Các tế bào lympho.

Kỳ giữa (metaphase) hoặc tiền kỳ giữa (pro- metaphase) của nguyên phân là giai đoạn NST cho hình ảnh rõ nét nhất giúp đánh giá số lượng và cấu trúc của các NST một cách dễ dàng.

Loại tế bào được sử dụng
Về mặt lý thuyết karyotype có thể được lập từ bất cứ loại tế bào nào có thể nguyên phân tuy nhiên trong thực tế karyotype được lập từ việc nuôi cấy 4 loại tế bào chính:

· Các nguyên bào sợi thu được từ sinh thiết da.

Các tế bào nước ối thu được qua việc chọc dò nước ối vào tuần lễ thứ 13 - 14 của thai kỳ.
· Các tế bào của lớp nhung mao màng đệm (chorionic villi) được lấy từ bánh nhau        vào tuần lễ thứ 7-8 của thai kỳ. Việc lựa chọn loại tế bào phụ thuộc vào yêu cầu chẩn đoán. Đa số trường hợp việc lập karyotype được thực hiện thông qua việc nuôi cấy tế bào lympho của máu ngoại vi.

Cách lập karyotype

22 cặp NST thường được chia thành 7 nhóm được ký hiệu bằng các chữ cái la tinh A, B, C, D, E, F, G. Mỗi nhóm gồm các NST có kích thước gần giống nhau và dễ nhầm lẫn với nhau khi phân loại. Các NST thường được sắp xếp theo kích thước từ lớn tới nhỏ dần và được đánh số từ 1 đến 22 và cặp NST giới tính được ký hiệu là XX (người nữ) và XY (người nam) được xếp riêng  ở góc dưới phải của karyotype hoặc NST X được xếp theo nhóm C và NST Y được xếp theo nhóm G.
Các NST từ 1 đến 22 được sắp xếp theo dựa kích thước từ lớn đến nhỏ dần.

Nhóm A: gồm 3 cặp số 1, 2, 3, đây là 3 cặp lớn nhất và có tâm giữa 
Nhóm B: gồm 2 cặp số 4 và 5, đây là 2 cặp lớn có tâm lệch 
Nhóm C: gồm 7 cặp số 6, 7, 8, 9 10, 11, 12 với chiều dài trung bình và tâm lệch. 
Nhóm D: gồm 3 cặp số 13, 14, 15 có chiều dài trung bình và tâm đầu.

Nhóm E: gồm 3 cặp số 16, 17, 18 có chiều dài bé, các NST có tâm lệch hoặc tâm giữa. Nhóm F: gồm 2 cặp số 19 và 20 có chiều dài bé và  tâm  lệch.  
Nhóm G: gồm 2 NST 21 và 22  có  chiều  dài  bé  và  tâm  đầu.  NST X giống các NST của nhóm C và NST Y giống NST của nhóm G.
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Karyotype của một người nam bình thường
2.2.1.1.Các kỹ thuật di truyền tế bào

NST được phân tích dựa trên việc nuôi cấy mô (thường là máu ngoại vi) trong các điều kiện và thời gian thích hợp (thường từ 48 đến 72 giờ đối với tế bào lympho trong máu ngoại vi). Colcemid được sử dụng để làm đình chỉ quá trình phân bào ở kỳ giữa nguyên phân. Sau đó các tế bào được xử lý nhược trương để phá vỡ màng tế bào, lên tiêu bản, nhuộm bằng các loại thuốc nhuộm nhân và quan sát bằng kính hiển vi (độ phóng đại 1000 lần), các cụm NST được chụp ảnh (hình 2) và được sử dụng để lập karyotype.

Hiện nay với việc sử dụng các chương trình vi tính chuyên dụng việc lập karyotype được thực hiện nhanh chóng và hiệu quả hơn.

2.2.1.2.Các kỹ thuật nhuộm
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Các mức độ phân giải band trên NST (band G)

Để có thể đánh giá được các bất thường NST về số lượng và cấu trúc, nhiều

kỹ thuật nhuộm đã được sử dụng để hiển thị các NST.

Kỹ thuật nhuộm band G (G-band): nhuộm band NST bằng thuốc nhuộm Giemsa sau khi đã xử lý NST bằng Trypsin. Đây là phương pháp nhuộm được sử dụng rộng rãi để đánh giá các bất thường của NST về số lượng và cấu trúc.

Kỹ thuật nhuộm band Q (Q-band): nhuộm NST bằng thuốc nhuộm huỳnh

quang, Kỹ thuật cho hiển thị band tương tự như nhuộm band G.

Kỹ thuật nhuộm band R (reverse band, R-band): đòi hỏi phải xử lí NST bằng nhiệt  trước khi  nhuộm.  Kỹ thuật  này cho phép  hiển  thị  các band  sáng tối ngược với phương pháp nhuộm band Q và G tạo thuận lợi cho việc đánh giá các bất thường ở các đầu cùng của NST.
Kỹ thuật nhuộm band C (C-band): cho phép nhuộm và đánh giá các vùng dị

nhiễm sắc (heterochromatin) nằm cạnh tâm động.

Kỹ thuật nhuộm NOR (nucleolar organizing region: vùng cấu tạo nên hạch nhân) (NOR stain): cho phép nhuộm các vệ tinh và các cuống ở các NST tâm đầu.

Kỹ thuật nhuộm band G với độ phân giải cao (high resolution banding): NST được nhuộm khi đang ở kỳ đầu (prophase) hoặc vào giai đoạn sớm của kỳ giữa (prometaphase) 

sau khi xử lí bằng các hóa chất thích hợp, do đó tổng số band của NST có thể tăng lên đến 800 band cho phép phát hiện các bất thường nhỏ trong cấu trúc của các NST.
Kỹ thuật FISH (fluorescence in situ hybridization): lai tại chỗ bằng kỹ thuật huỳnh quang): Một đoạn DNA được đánh dấu bằng thuốc nhuộm huỳnh quang đặc hiệu với một vị trí trên NST đóng vai trò của một đoạn dò (probe) đem lai với các NST ở kỳ giữa, giai đoạn sớm của kỳ giữa, kỳ đầu hoặc gian kỳ rồi sau đó quan sát bằng kính hiển vi huỳnh quang. Kỹ thuật này thường được sử dụng để phát hiện các trường hợp xảy ra tình trạng mất đoạn NST, thừa NST hoặc tái sắp xếp NST như chuyển đoạn. Kỹ thuật đòi hỏi tính đặc hiệu cao của các DNA dò và định hướng trong chẩn đoán lâm sàng.

Kỹ  thuật  lập  karyotype quang  phổ  (SKY:  spectral  karytotype): Đây là  kỹ

thuật nhuộm sử dụng sự phối hợp của 5 loại màu huỳnh quang khác nhau. với 5 màu khác nhau sẽ có thể tạo ra 25 - 1 = 31 màu khác nhau cho phép tạo nên đủ số probe cho 22 NST thường và 2 NST giới tính X và Y. Với kỹ thuật này mỗi NST sẽ có một màu đặc hiệu sau khi sử dụng hệ thống chụp ảnh và phần mềm xử lí ảnh đặc hiệu sẽ làm cho việc đánh giá các bất thường về số lượng và một số loại bất thường cấu trúc của NST một cách hiệu quả.
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Bộ nhiễm sắc thể của người nữ bị Trisomy 21 (Hội chứng Down)
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Bộ nhiễm sắc thể của người  bị Trisomy 13 (Hội chứng Patau)
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Bộ nhiễm sắc thể của người  bị hội chứng Turner
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Bộ nhiễm sắc thể của người  bị hội chứng Klinefelter

2.2.2. Kỹ thuật FISH (Fluorescence in situ hybridization)
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2.2.2.1. Nguyên lý
Kỹ thuật cIg FISH là sự phối hợp 2 kỹ thuật là nhuộm bào tương của tế bào plasmo (tương bào) và kỹ thuật FISH.

Kỹ thuật nhuộm bào tương của tế bào plasmo được tiến hành theo nguyên lý: bào tương của tế bào plasmo biểu hiện rất nhiều kháng thể có chuỗi nhẹ kappa hoặc lambda. Sử dụng các kháng kháng thể đơn dò ng (anti-kappa hoặc anti-lambda) đã được gắn huỳnh quang để nhuộm bào tương của tương bào sẽ giúp xác định dễ dàng các tế bào này thông qua kính hiển vi huỳnh quang với màng lọc phù hợp

Kỹ thuật FISH được tiến hành dựa trên cơ sở của phản ứng lai ghép. Trong tế bào, phân tử ADN tồn tại dưới dạng phân tử kép gồm 2 chuỗi đơn gắn kết bổ sung với nhau thông qua liên kết hydro. Liên kết hydro là liên kết yếu nên dễ dàng bị đứt gãy dưới tác động của nhiệt độ hay pH cao. Lúc đó, phân tử AlDN bị tách thành 2 chuỗi đơn. Tuy nhiên khi nhiệt độ hay pH giảm, các chuỗi đơn lại ghép nhau theo nguyên tắc bổ sung.

Dựa trên đặc tính này, kỹ thuật FISH sử dụng các probe là đoạn AlDN đặc hiệu có gắn huỳnh quang để lai ghép với các đoạn ADN tương đồng trên nhiễm sắc thể. Từ đó, chúng ta có thể phát hiện bất thường nhiễm sắc thể một cách chính xác và nhanh chóng.

2.2.2.2.Phương tiện, hóa chất:
Phương tiện
-     Thiết bị: bể ổn nhiệt, máy lai, máy ly tâm, máy trộn mẫu, và kính hiển vi huỳnh

quang.

-   Dụng cụ: kẹp kim loại, 10 cóng Coplin, nhiệt kế, coverslip 22x22, pipetman 100 pl, 10 pl, xi măng cao su, ống đong, giấy thấm.

Hóa chất
-     Probe phù hợp tương ứng với đoạn gen cần phát hiện.

-     Dung dịch 10% formamide: 5 ml formamide + 30 ml H2O + 15 ml 20X SSC.

-     Dung dịch 2X SSC.

-     Dung dịch rửa 0,1% NP40: 2X SSC + 0,1% NP40.

-     Dung dịch rửa 0,3% NP-40: 0,4X SSC + 0,3% NP40.

-     CỒn 70o, 85o, 100o.

-     Ficoll Paque.

-     Dung dịch PBS 1X.

-     Dung dịch SSC 20X.

-     Dung dịch nhược trương: KCL 0,075M (PH=7,4). (5 ml/1 mẫu).

-     Methanol tuyệt đối.

-     Acid acetic.

-     Mounting medium without DAPI.

-     AMCA Goat Anti human lambda chain antibody.

-     AMCA Goat Anti human kappa chain antibody.

-     AMCA Rabbit Anti goat IgG antibody.

-     LSI/WCP Hybridization Buffer.

2.2.2.3. Các bước tiến hành:
Chuẩn bị tiêu bản
Sau khi có dịch hút tủy xương của người bệnh, cần tiến hành ké o tiêu bản và phân tích tỷ lệ tương bào. Với những mẫu có tỷ lệ tương bào lớn hơn 10%, thực hiện các bước chuẩn bị tiêu bản như sau:

B1: Tách tế bào đơn nhân bằng ficoll:

-    Cho toàn bộ dịch tủy của người bệnh vào ống falcon 15 ml. Cho thêm dung dịch PBS 1X đến 3,3 ml.

-    Thêm 1ml ficoll vào (lưu ý cho đầu côn chứa ficoll xuống đáy ống falcon). Ly t âm 2100 vò ng/phút trong 30 phút với chế độ “ no brake” cho máy ly tâm.

-    Dùng pipet để bỏ phần huyền dịch phía trên chứa huyết tương và tiểu cầu. Sử dụng pipet khác để chuyển phần tế bào đơn nhân sang ống falcon khác.

-   Rửa bằng cách cho thêm PBS vào phần tế bào đơn nhân theo tỷ lệ 3:1. Ly tâm 1400 vò ng/phút trong 10 phút.

-     Tái huyền dịch bằng PBS.

B2. Nhược trương tế bào:

-    Xử lý tế bào đơn nhân bằng 5ml dung dịch KCl 0,075M trong 5 phút. Sau đó cho thêm 01 ml dung dịch Cornoy II (3 methanol: 1 acid acetic), trộn đều rồ i đem ly t âm 1000 vò ng/phút trong 10 phút.

-     Loại b ỏ dịch nổi.

B3. Cố định tiêu bản:

-     Cho thêm 5ml dung dịch Cornoy II. Để ở nhiệt độ phò ng trong 10 phút.

-     Ly tâm 1000 vò ng/phút trong 10 phút.

-     Loại b dịch nổi.

-     Cho thêm 5 ml c ồ n 96o. Ly t âm 1000 vò ng/phút trong 10 phút.

-     Tái huyền dịch để có nồ ng độ tế bào phù hợp, nhỏ cặn tế bào lên lam kính.

 Lai huỳnh quang tại chỗ
 Xử lý tiêu bản
-     Ng âm tiêu bản vào dung dịch 2X SSC ở 37±1oC trong 15 phút.

-     Rửa tiêu bản qua cóng chứa dung dịch 2X SSC ở nhiệt độ phò ng trong 5 phút.

-    Chuyển tiêu bản qua cóng chứa dung dịch formaldehyde 10% ở nhiệt độ phò ng trong 5 phút.

-     Rửa tiêu bản qua cóng chứa dung dịch 2X SSC ở nhiệt độ phò ng trong 5 phút.

-     Chuyển tiêu bản qua cóng chứa c ồ n 700 trong 1 phút.

-     Chuyển tiêu bản qua cóng chứa cồ n 850 trong 1 phút.

-     Chuyển tiêu bản qua cóng chứa c ồ n 100° trong 1 phút.

-     Để tiêu bản khô hoàn toàn ở nhiệt độ ph ng.

Chuẩn bị probe
-    Trộn đều các dung dịch sau trong 1 ống PCR (1 ^l probe + 7 ^l LSI + 2 ^l dH2O) /ltiêu bản

-     Ly tâm nhẹ.

Lai
-   Nhỏ 10 ul dung dịch probe vào khu vực đánh dấu trên tiêu bản sau đó che phủ bằng coverslip.

Yêu cầu: dung dịch probe thấm đều trên tiêu bản, không có bọt khí.

-     Phủ kín coverslip bằng cao su xi măng.

-   Đặt tiêu bản vào máy lai, chọn chương trình biến tính ở 73 oC trong 3 phút và ủ 37oC trong 16 - 20 giờ.

Rửa sau khi lai
-     Gỡ b ỏ xi măng cao su và coverslip.

-     Ngâm và lắc mạnh tiêu bản lần lượt qua các cóng Coplin sau:

+ Dung dịch (0,4X SSC/ 0,3% NP40): 2 phút, 73oC.

+ Dung dịch (2X SSC/ 0,1% NP40): lphút, nhiệt độ phòng.

-     Làm khô tiêu bản.

Nhuộm kháng thể tương bào
-    Chuẩn bị 20 ul kháng kháng thể Kappa và Lambda/ tiêu bản (2 ul AMCA Anti​Human Kappa: 2 ul AMCA Anti-Human Lambda : 16 ul PBS 1X).

-   Nhỏ 20 ul kháng kháng thể Kappa và Lambda lên bề mặt tiêu bản. Phủ kín tiêu bản bằng coverslip. Ủ trong tối ở 37oC tối thiểu 20 phút.

-     Rửa qua 2 cóng chứa PBS 1X trong 2 phút mỗi cóng.

-     Để tiêu bản khô hoàn toàn ở nhiệt độ phòng.

-   Chuẩn bị 20 ul kháng kháng thể Ig (H+L)/ tiêu bản (1 ul AMCA Anti-Goat Ig (H+L): 19 ul PBS 1X).

-   Nhỏ 20 ^l kháng kháng thể Ig (H+L) lên bề mặt tiêu bản. Phủ kín tiêu bản bằng coverslip. Ủ trong tối ở 37oC tối thiểu 20 phút.

-     Rửa qua 2 cóng chứa PBS 1X trong 2 phút mỗi cóng.

-     Để tiêu bản khô hoàn toàn ở nhiệt độ phòng.

 2.2.2.4.  Phân tích kết quả
-  Nhỏ 10-20 pl dung dịch antifade lên bề mặt tiêu bản để chống mất màu probe và ổn định tín hiệu DAPI trên tương bào.

-     Phủ kín tiêu bản bằng coverslip.

Yêu cầu: dung dịch dàn đều trên tiêu bản và không có bọt khí.

-     Quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang với màng lọc thích hợp.

- Quy tắc phân tích theo hướng dẫn cụ thể của nhà sản xuất cho từng loại probe. Thông thường sẽ tiến hành phân tích 100 tương bào để đưa ra kết quả cuối cùng.

 Quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang, với kỹ thuật dual colour FISH, chúng ta sẽ thấy 3 màu.

+ Màu xanh da trời đậm: màu nhân tế bào

+ Màu xanh lá cây: màu của probe

+ Màu đỏ: màu của probe

- Nguyên tắc phân tích kết quả được liệt kê trong bảng sau:
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Kết quả kỹ thuật FISH của người mắc hội chứng Down
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Kết quả kỹ thuật FISH của người mắc hội chứng Edward
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Kết quả kỹ thuật FISH của người mắc hội chứng Patau
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Kết quả kỹ thuật FISH của người mắc hội chứng Turner
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Kết quả kỹ thuật FISH của người mắc hội chứng Klinefelter

2.2.3. Kỹ thuật QF-PCR

QF-PCR là viết tắt PCR huỳnh quang định lượng (quantitative fluorescence PCR). Đây là một kỹ thuật PCR dùng để khuếch đại các đoạn DNA ngắn đặc hiệu, đánh dấu bằng tín hiệu huỳnh quang và định lượng bằng điện di mao quản..
 QF-PCR được dùng để kiểm tra liều gen, ví dụ: số lượng bản sao của gen trong 1 mẫu khảo sát, số lượng của các đoạn nhiễm sắc thể. Các nhiễm sắc thể thường được khảo sát bằng QF-PCR là nhiễm sắc thể 13, 18,21, X, Y
Hiện nay QF-PCR thường được chỉ định trong chẩn đoán nhanh trước sinh rối loạn nhiễm sắc thể cho các trường hợp thai nguy cơ cao bị Hội chứng Down, Hội chứng Edwards, Hội chứng Turner, Hội chứng Klinefelter...

 Loại mẫu có thể sử dụng cho kỹ thuật này gồm: máu, dịch ối, gai nhau, dây rốn, máu dây rốn.
2.2.3.1. Quy trình thực hiện

Xét nghiệm này có thể sử dụng nhiều loại mẫu bệnh phẩm khác nhau như máu, gai rau, dịch ối, máu dây rốn... tuy nhiên thì xét nghiệm trên dịch ối được áp dụng phổ biến nhất. 

Quy trình xét nghiệm được thực hiện theo trình tự sau:

   DỊCH ỐI
-       10 mL dịch ối được lấy vào ống Falcon 15 mL vô trùng. Đậy nắp ống dịch ối chặt.
-       Nếu mẫu được lấy ở xa, không chuyển ngay tới phòng xét nghiệm được thì lưu ở nhiệt độ 40 C và giữ trong đá lạnh khi chuyển mẫu đến phòng di truyền phân tử, trung tâm chẩn đoán trước sinh.
 TÁCH CHIẾT DNA
Toàn bộ quy trình tách chiết DNA được thực hiện tại một khu vực riêng biệt lập, tuân thủ quy trình chống nhầm lẫn, chống ngoại nhiễm. DNA được chiết tách từ 2 mL dịch ối bằng phương pháp cột lọc sử dụng kit QIAamp DNA Mini Kit® theo hướng dẫn của nhà sản xuất: DNA sau tách chiết được đo bằng máy định lượng DNA Biophotometer plus để đánh giá nồng độ và chất lượng rồi giữ ở 40C nếu thực hiện xét nghiệm ngay hoặc ở -300C nếu lưu trữ lâu dài.
* Phương tiện
-                  Bộ micropipette từ 20 đến 1000µl và các tip có lọc tương ứng.
-                  Tube vô trùng 1,5ml.
-                  Máy ly tâm cho tube 15ml và 1,5ml.
-                  Máy định lượng DNA Biophotometer (Effendorf).

-                  Máy trộn mẫu.

-                  Bể ủ nhiệt.

-                  Tube thu thập và cột lọc trong bộ ly trích DNA của hãng Qiagen.

* Hóa chất
Hóa chất dùng cho ly trích DNA gồm:

-            Proteinase K (2mg/ml).

-            Buffer AL (6M guaninidine-HCl, 10mM urea, 10mM Tris-HCl, Triton X-100 20%), pH4.4 (250C).

-            Buffer AW1 (5M guaninidine-HCl, 20mM Tris-HCl)

-            Washing buffer AW2 (20mM NaCl, 2mM Tris-HCl)

-            Ethanol tuyệt đối (96-100%)).

-            Dung dịch đệm AE hòa tan DNA: 10mM Tris-HCl, pH 8.5 (250C).

* Qui trình
-            Mẫu ối ly tâm chừa khoảng 200µl cặn, sau đó thêm 20µl Proteinase K, trộn đều bằng pipette.

-            Thêm vào hỗn hợp mẫu 200µl buffer AL và trộn kỹ bằng máy trộn mẫu trong 15 giây. Ủ hỗn hợp ở 560C trong 10 phút.

-            Thêm 200µl ethanol tuyệt đối vào hỗn hợp, trộn đều trong 15 giây

-            Đặt cột lọc vào tube thu thập, hút toàn bộ hỗn hợp mẫu cho vào cột lọc, ly tâm tốc độ 8.000 vòng/phút trong 1 phút.

-            Sau khi ly tâm, bỏ dịch và tube thu thập, chuyển cột lọc sang tube thu thập mới, cho vào 500µl Buffer AW1, ly tâm tốc độ 8.000 vòng/phút trong 1 phút.

-            Chuyển cột lọc sang tube thu thập mới, cho vào 500µl buffer AW2, ly tâm 14.000 vòng/phút trong 3 phút.

-            Chuyển cột lọc vào tube 1,5ml vô trùng, cho vào 60-100 µl buffer AE, để yên ở nhiệt độ phòng 1 phút, ly tâm 8.000 vòng/phút trong 1 phút. (lượng buffer AE tùy theo cặn ối ban đầu thu được nhiều hay ít)

-            Dung dịch thu được trong tube 1.5ml chứa DNA đã được ly trích. Dung dịch này được đo nồng độ DNA ở bước sóng 260/280nm trên máy định lượng DNA Biophotometer và phải đảm bảo độ tinh sạch OD260/OD280 ≥ 1,8 trước khi sử dụng cho QF-PCR

  PHẢN ỨNG QF-PCR
Chuẩn bị:
-            Hóa chất: Rã đông PCR Activator, Devyser Complete Mix 1 và 2 ở nhiệt độ phòng, spin mẫu xuống đáy. Không trộn mẫu ở giai đoạn này
-            Dụng cụ: tube PCR 0,2ml hoặc 8-strip hoặc micro well plate

     Tip từ 1-1000µl, nên sử dụng loại có lọc

-            Xác định số lượng mẫu  cộng với chứng dương (PC) và chứng âm (NTC)

-            DNA: đảm bảo nồng độ 2-3µl

-            Máy PCR: khởi động trước khi chạy 30 phút

v  Hỗn hợp phản ứng:

-            Cho 1000uL Devyser Complete Mix 1 và 2 đã dã đông vào tube PCR Activator, trộn đều bằng pipet 15-20 lần, spin mẫu
-            Reaction Master Mix có thể lưu ổn định ở 2-80C trong 7 ngày hoặc -180C trong 1 tháng

-            Thành phần PCR

-            S1                                                        5 uL

-            S2                                                        5 uL

-            DNA mẫu                                            2uL

-            H2O                                                    2uL

-            Trộn đều mẫu, spin xuống đáy. Tránh để bọt hoặc mẫu dính trên thành ống         

-            Chu trình luân nhiệt: Các phản ứng PCR đều được thực hiện trên máy luân nhiệt Master Cycler Pro theo chu trình như sau:

	950C
	x 15 phút
	x 1 chu kỳ

	950C

600C

720C
	[image: image16]x 40 giây

x 1phút30giây

x  40 giây
	 

x 27 chu kỳ

	600C
	x 30 phút
	x 1 chu kỳ

	Giử ở 100C
	 
	 


 
 ĐIỆN DI MAO QUẢN
Sản phẩm PCR sau luân nhiệt được phân tách đoạn bằng điện di mao quản máy ABI 3130 hoặc ABI 3500 với mao quản 50 cm.

-            Hỗn hợp mẫu điện di gồm: trộn đều 9uL Gene Scan 500 ROX với 300uL Hi-Di Formamide. Tra 15uL hỗn hợp chuẩn bị ở trên vào mỗi giếng. Thêm 1.5uL sản phẩm PCR vào các giếng tương ứng. Đóng nắp

Chú ý: không để mẫu còn bọt khí và dính lên thành giếng.

-            Khởi động máy điện di mao quản, thông số điện di được cài đặt như sau:  Máy ABI 3130: mao quản 50 cm, POP7, chọn Dye Set D, điện thế bơm mẫu: 2,3 kV, thời gian bơm mẫu: 14 giây; điện thế điện di: 19,5 kV ; thời gian điện di: 1700 giây.
Máy ABI 3500: chọn POP7, mao quản 50cm, cơ sở của điện di phân tích đoạn nhưng với điện thế bơm mẫu tăng lên 2,7 kV và thời gian bơm mẫu là 23 giây.
  PHÂN TÍCH KẾT QUẢ
Dữ liệu sau khi điện di mao quản được xuất dưới dạng tập tin .fsa và được phân tích kết quả trisomy bằng phần mềm GeneMarker 1.85. Tất cả các tiêu chuẩn phân tích, đánh giá được căn cứ theo ‘Hướng dẫn thực hành chẩn đoán lệch bội bằng QF-PCR, phiên bản 2007’ của Hiệp hội Di truyền Lâm sàng Vương quốc Anh. Theo đó:
- Chỉ phân tích các marker có tín hiệu từ 50 rfu (relative fluorescent unit) đến 6000 rfu. Không phân tích các marker có tín hiệu < 50 rfu hoặc > 6000 rfu.
-  Các marker dị hợp tử có 2 alen được phân tích bằng cách tính tỉ số diện tích tín hiệu (peak area) (tín hiệu 1 của alen ngắn / tín hiệu 2 của alen dài).
-  Kết luận về số lượng nhiễm sắc thể phụ thuộc vào tỉ số và sự chênh lệch về độ dài giữa các alen trong một marker như bảng. Nếu khoảng cách giữa 2 alen < 24 bp thì áp dụng tiêu chuẩn 1, nếu ³ 24 bp thì áp dụng tiêu chuẩn 2.
Bảng: Đánh giá tỉ số giữa các alen trong cùng một marker.
	 
	Tỉ số giữa 2 alen

	Marker 2 alen
	1:2
	Không rõ
	1:1
	Không rõ
	2:1

	Tiêu chuẩn 1
	< 0,65
	0,65 – 0,74
	0,75 – 1,44
	1,45 – 1,80
	> 1,80

	Tiêu chuẩn 1
	< 0,65
	0,65 – 0,74
	0,75 – 1,54
	1,55 – 1,80
	> 1,80

	Marker 3 alen
	Không rõ
	1:1:1
	Không rõ

	Tiêu chuẩn 1
	< 0,74
	0,75 – 1,44
	> 1,45

	Tiêu chuẩn 1
	< 0,74
	0,75 – 1,54
	> 1,55


 

-  Các marker đồng hợp tử (1 alen) không dùng để đánh giá số lượng NST.
-  Một NST được xác định là disomy khi có ít nhất 2 marker của NST đó ở dạng dị hợp tử 2 alen với tỉ số định lượng giữa 2 alen là 1:1.




-   Một NST được xác định là trisomy khi có ít nhất 2 marker của NST đó ở dạng dị hợp tử 3 alen với tỉ số 1:1:1 hoặc 2 alen với tỉ số 2:1 hoặc 1:2.




-  Một NST được xác định là monosomy khi tất cả các marker của NST đó chỉ có 1 alen.
-  Xác định monosomy X khi tất cả các marker của NST X chỉ có 1 alen; marker amelogenin chỉ có tín hiệu của X, marker của NST Y không có tín hiệu, marker 7X có tỉ số 2:1; marker T2 có tỉ số 1:2.
- Các trường hợp không rõ cần lưu ý kiểm tra quy trình thực hiện kỹ thuật và khả năng mẫu xét nghiệm có bất thường như: khảm, trisomy bán phần, ngoại nhiễm DNA, lập đoạn ngắn của 1 marker.
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                                             III. Kết luận
Thế kỷ 21 là thế kỷ của sinh học phân tử và của khoa học liên kết giữa chúng với tin học, có nghĩa là kết hợp sinh học - tin học (Bio - informatics). Một số thành tựu mới của sinh học phân tử đã bắt đầu được các nhà khoa học áp dụng trong y học, góp phần nâng cao chất lượng chẩn đoán và điều trị bệnh.
Cùng với sự tiến bộ của khoa học kỹ thuật và y học, ngoài việc phát triển ngành sinh học phân tử, các nhà khoa học tiếp tục nghiên cứu sâu hơn nên đã xuất hiện những chuyên ngành khoa học mới như: khoa học nghiên cứu hệ thống gen của sinh vật và của con người gọi là Genomics, khoa học nghiên cứu hệ thống protein của sinh vật và của con người gọi là Proteomics. Nhìn lại vấn đề này từ hơn một trăm năm trước, nhà khoa học F. Angel đã nói “bản chất  sự sống là protein”, đây là tiền đề cho những nghiên cứu sau đó.

Các nhà khoa học ghi nhận có khoảng 4.000 bệnh hiếm gặp ở người do đột biến tại các gen đơn trong bộ mã gen di truyền; đồng thời cũng có hơn 100 loại bệnh tương đối phổ biến với tỷ lệ chừng  0,5% dân số bị mắc phải tùy theo từng cơ thể người bệnh như bệnh đái tháo đường, cao huyết áp, hen suyễn, loãng xương, một số loại bệnh ung thư... Trên thực tế đã có một số bệnh được chẩn đoán sớm bằng gen, chẩn đoán sớm bệnh tật từ trước khi trẻ được sinh ra. Vào cuối năm 1999, các nhà khoa học ở Mỹ và Hồng Kông đã nghiên cứu phát hiện ra ADN (axít deoxyribonucleic) phôi thai ở trong máu người mẹ mang thai ngay từ tuần thai thứ 7 để xác định bệnh sớm ở thai nhi. Hiện nay các cơ sở y tế có điều kiện đã sử dụng kỹ thuật xét nghiệm ADN phôi thai trong máu người mẹ để chẩn đoán trước sinh hội chứng Down, đây là một trong những loại bệnh bẩm sinh đối với trẻ sơ sinh thường hay gặp. Ở Trung Quốc cũng áp dụng kỹ thuật xét nghiệm sinh học phân tử PCR (polymerase chain reaction) để chẩn đoán trước sinh bệnh di truyền Duchenne. Tại Âu Mỹ đã ứng dụng kỹ thuật sinh học phân tử để chẩn đoán trước sinh một số bệnh khác như Beta Thalassemia, xơ nang (cystic fibrosis), hội chứng X không bền, Phenylceton niệu... Việc chẩn đoán sơ sinh cho trẻ mới được sinh ra cũng đã đạt nhiều kết quả tiến bộ bằng kỹ thuật sinh học phân tử như bệnh tăng sản tuyến thượng thận bẩm sinh, bệnh thiếu men alpha 1 antitrypsin, bệnh xơ nang...

 Ngoài ra, kỹ thuật sinh học phân tử có rất nhiều ứng dụng trong chẩn đoán, tiên lượng và đánh giá hiệu quả điều trị của rất nhiều bệnh nhiễm khuẩn, nhiễm virút, nhiễm ký sinh trùng và ở nước ta cũng đã sử dụng một số kỹ thuật xét nghiệm sinh học phân tử theo hướng này. Thực tế cho thấy xét nghiệm tìm vi khuẩn lao BK trực tiếp hiện nay có giá trị thấp vì chỉ cho kết quả dương tính khoảng 30% các trường hợp, nuôi cấy vi khuẩn lao thì rất lâu và phải mất nhiều tuần nhưng nếu dùng kỹ thuật PCR thì có kết quả sau vài giờ cho đến 1 ngày, kết quả này khá chính xác, có độ nhạy có thể tới 80%. 
Các kỹ thuật xét nghiệm sinh học phân tử ngoài đặc điểm cho kết quả chính xác và nhanh, chúng còn rất thuận tiện và sử dụng được nhiều loại bệnh phẩm khác nhau như: máu, phân, đờm, nước tiểu; các dịch cơ thể gồm dịch màng bụng, dịch màng phổi, tinh dịch, dịch âm đạo; nước súc miệng, nước bọt, lông, tóc...; đồng thời còn định lượng được tác nhân gây bệnh, từ đó có cơ sở tiên lượng, đánh giá được hiệu quả điều trị. Vấn đề này rất quan trọng trong điều trị các bệnh do nhiễm virút như HBV gây bệnh viêm gan virút B, HCV gây bệnh viêm gan virút C, HIV gây hội chứng suy giảm miễn dịch mắc phải AIDS.

Như trên đã nêu, ngành khoa học Genomics nghiên cứu hệ thống gen của sinh vật và của con người đã phát triển thêm ngành genom - dược học (pharmacogenomics), ngành khoa học này nghiên cứu mối liên quan giữa bộ gen (genom) với sự phát minh ra các loại thuốc mới căn cứ trên cơ sở gen; tức là chữa bệnh bằng gen nên đã đáp ứng được hiệu quả tốt trong điều trị.

Tài liệu tham khảo chính

1. TS. Nguyễn Bá Hoành (2021), Bài giảng Chẩn đoán phân tử, Đại Học Vinh

2. PGS.TS. Khuất Hữu Thanh (2006), Cơ sở di truyền phân tử và kỹ thuật gen,NXB khoa học và kỹ thuật.
3. Trường ĐH Y Huế,Trung tâm sàn lọc-chẩn đoán trước sinh và sơ sinh.
4. https://vi.wikipedia.org
5. https://suckhoedoisong.vn

