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TOM TAT

Trén co s& nudi cdy céc té bao dong tinh d tao ra thé hé tinh trung tir t& bao gbc (TBG) sinh tinh trong moi
trwéng nubi cdy, mé ra moét twong lai dy hiva hen cho BN khéng c6 tinh triing trong tinh dich khéng do tac. Trong
qua trinh nudi cAy cac té bao phan chia va phat trién tao thanh tinh tt. Bai béo nay chung t6i dé cap téi chét lwong
t& bao gbc sinh tinh (TBGST) va tinh tring sau nudi cAy, kha nang thu tinh va danh gia mét sy kién quan trong dé
I& phan chia gidm nhiém, tir t& bao mang 46 nhiém séc thé (NST) thanh t& bao mang 23 NST.

* Tt khoa: Té bao gbc sinh tinh; Tinh triing; Chét lwong té bao gbc.

ESTABLISH CRITERIA TO EVALUATION OF
SPERMATOGENESIS CELL QUALIFICATION AND SPERMATIC
AFTER INVITRO CULTRURE

SUMMARY

Based on in vitro culture of spermatogenesis cell, new cell generation developed in culture
medium. This have open new erea for men who sustained in non-obstructive. In this paper, we focus
on the quality and ability of fertilization of sperm from culture. Especially, the cell going on meiosis, the
cell bearing 46 chromosome divided into 23 chromosome.

* Key words: Spermatogenesis cell; Spermatic: Quality of sperm cell
DAT VAN BE

Trén co s& nubi cay t& bao, cac nha khoa hoc trén thé gi¢i da thanh cong tao ra
nhirng thé hé té bao méi. D&c biét trong nudi ciy té bao dong tinh dbi véi BN khodng co tinh
trung trong tinh dich khéng do tac. Trong méi trwéng nudi cly cac té bao phan chia phat
trién tao thanh tinh t, tinh trung.

T& n&m 2006, nhiéu tAc gid da tién hanh tiém tinh t& va tinh tring sau nudi cdy vao bao
twong noan, két qué bwéc dau mé ra nhiéu trién vong cho nhirng cdp vo sinh, dic biét dbi
véi nhitng BN Azoospermia khong do tdc c6 chan doan dong tinh phat trién nira chirng
(muturation arrest). [14].

+ Dong Ryul Lee va Kye Seong Kim (2006) da phan l1ap té bao dong tinh ctia BN kh
khéng do tac, phat trién tinh tring nia chirng. Cac tinh bao | dworc nudi cdy da phan chia
giam nhiém thanh tinh bao Il va tinh t&. Tinh t& dwoc tiém vao nodn va dwoc theo ddi trong
nhirng ngay tiép theo. Két qua cho thay sau 1 ngay ICSI, 23,1% noan dwoc phat trién thanh
2 tiéu nhan [5].

+ N. Sofikitis (2005) d& nudi cdy TBG sinh tinh, céng b thanh céng véi ky thuat ISCI
75% tao phoi véi spermatid nudi cay va 24% c6 thai trén dong vat thwc nghiém.

Trong nghién ctu ndy, ching t6i tién hanh phan Idp, nudi cdy TBG sinh tinh. Két qua
buéc dau cho thdy TBGST phat trién trong mai triromg nudi cdy, téng vé sé luong, tao thanh
céc tinh td tron, tinh t& dang kéo dai va tinh tir da kéo dai, Tuy nhién, chét luong té bao nay
nhuw thé nao la van dé con tiép tuc duoc nghién ctu.



Pé gidi quyét van dé trén chung toi tién hanh danh chat lwong céac té bao duoc
sinh sén va phat trién trong méi triromg nudi cdy tir TBGST va tinh trung sau nudi cay Véi
muc tiéu:

- Banh gia kha nang phan chia va phat trién cac TBGST trong méi trwdng nudi cay.

- Banh gia kha nang tao phdi trong 6ng nghiém cuia cac tinh tl sau nudi cay.

POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
1. Péi twong nghién ciru.
- Péi turong 1:
+ 50 mau éng sinh tinh ctia 50 con chudt nhat chwa trwdng thanh 7 - 8 ngay tudi.
+ 100 nodn ctia 10 chudt nhat cai trwdng thanh, 7 - 10 tuan tubi.
Tiéu chuan lwa chon: Noan chudt dwoc lay vao thoi diém 14 gio sau tiém hCG.
- Béi tuong 2:
+50 mau bng sinh tinh cta 50 BN khong c6 tinh tring.
+ 125 nodn cla 20 BN tién hanh kich thich budng trérng 1am TTTON tai Trung tdm Cdng nghé
Phoi, Hoc vién Quan y.
2. Héa chét va thiét bi str dung trong nghién clru.
* Thiét bj:
- T &m 37°C, 6% CO, (Forma, M¥).

- Kinh hién vi soi ngwoc c6 gén hé thdng kinh twong phan Hoffman, may anh Canon
va b vi thao tdc Narishige (Olympus 1X 70, Nhat).

- Kinh hién vi soi ndi (Olympus 30, Nhat).

- Hood vb tring (Sanyo, Nhat).

- Dung cu tiéu hao: hop cay nunc, pipette 1ml, 5 ml, 10 ml, dia petri dwong kinh
30mm, 60mm, 100mm, pipette pasteur, kim thyc hién ky thuat ICSI.

* Hoa chét:

- Méi trwdrng nudi cly: collagenase typ | (SIGMA Chemical Co); DNase I(Gibco); soybean
trypsin inhibitor (Gibco), hyaluronidase (Sigma) trong méi trwdng PBS; huyét thanh fetal
bovine serum (Gibco); axit amin khéng can thiét (Gibco)

- Thuéc néi tiét: gonal-F 75 IU (Serono, Thuy S¥), pregnyl 1000 IU (Organon, Ha Lan).

- Méi trwdng nudi phéi chudt: M16, Bovine Serum Albumin (Sigma, My).
- Méi trwérng nudi cay phoi: G-IVF, G1 pus, G2 plus (Vitrolife, Thuy Dién).
3. Phwong phap nghién ciru.
* Phwong phap ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection) (theo Palermo (1992) [6]).

Ky thuat ICSI dwoc thwe hién trén dia nhiét ctia kinh hién vi ddo ngwoc Olympus X
70, d6 phong dai 200 14n c6 gan bo vi thao tac. Noan sau khi ra déng va u 2 gio trong ta 4m,
cho vao céac giot méi trwong G-IVF plus (Vitrolife). Tinh trung dwoc hat vao kim tiém, va tiém
tinh tring vao trong bao twong cta nodn tai diém 3 gi¢. Noan sau khi thwc hién ICSI, rira 2
lan trong mai trwdng G-IVF plus sau dé tiép tuc nudi cay trong ti &m 6% CO,, 37°C.



* Nudi cdy va theo doi phoi:

Sau 16 - 18 gio, thyc hién ky thuat ICSI, danh gia noédn thu tinh, noan thy tinh binh
thwérng chuyén sang hop nudi méi chira méi trwdng G1 plus. Phéi nuéi cly trong ti 4m 6%
CO,, 37°C dén ngay th 3. [7,10].

* Ky thuat nhuém FISH:

FISH (Fluorescence in situ hybridisation) 1a kj thuat cho phép nhin thay
doan gen trong té bao, sw lai ghép mdi véi ADN té bao c6 thé phat hién duéi kinh hién vi
huynh quang.

KET QUA NGHIEN CUUV B N LUAN

1. Té bao dong tinh nhuém FISH.

Qua phan tich nhuém FISH cho thay, trong 5 ngay dau qua trinh nudi cdy, chi cé cac tinh
nguyén bao va tinh bao 1, cac té bao nay cé 46 nhiém sac thé (NST) than va 2 NST gi6i
tinh. Trén kinh hién vi huynh quang, méi t& bao c6 thé phan biét dwoc NST 18 b4t mau xanh
lam va 2 NST gi6i tinh (mau xanh thdm) va Y (mau hdng vang). Hinh 1A.

Sau 15 ngay, trong qud trinh nudi cay, céc TBG da phan chia gidm nhiém, két qua tao ra
té bao don béi NST. Trén kinh hién vi huynh quang, méi té bao cé thé phan biét duwoc 1 NST
18 b&t mau xanh lam va 1 NST giéi tinh X (mau xanh thdm) hodc Y (mau héng vang).

Hinh 1A: Té bao nudi ciy ngay 5.

2. Panh gia kha nang thu tinh cta té bao sau nudi cay bang ky thuat ICSI trén thwc
nghiém (n = 100 noéan).
* Kh& néng thy tinh cda tinh t& chudt sau nudi cay:



Kha nang thu tinh cla tinh tr sau nudi cay la 66/100, dat ty 1& 68%. Theo John Dumoulin
(2001) [4] va Hb6 Manh Twdng (2004) [2], ty 1& thu tinh bang k§ thuat ICSI véi tinh trang la
67% va 60,8%. Két qua nay cho thay k¥ thuat ICSI ngay nay khéng nhirng phd bién trén thé
gi¢i ma con nguwdi, mire d6 4p dung va hoat dong gitra cac trung tam trén thé gidi ngay
cang hiéu qua va dang tin cay. Day ciing 1a mét ty 1& thu tinh kha cao, diéu nay chirng té
nudi cay lam cho kha n&ng biét héa cua tinh t& dién ra nhanh hon, tinh t& trwdng thanh hon
va do d6 c6 kha nang thu tinh cao hon. Qua day ciing cho thdy chi dinh va xu huwéng nudi
cdy cac té bao dong tinh 1a hop ly va can thiét.

* Sy phét trién cda phoi chuét ngay 2 sau khi thu tinh:

Bang 1:
S6 phoi Ty lé % Cong: phoi dd 4, dd
3

Phéi do 4 18 27,27% 40 (60,6%)
Phéi d6 3 22 33,33%

Phéi d6 2 16 24,24

Phéi d6 1 10 15,15%

Toéng 66 100 %

Két qua phat trién phdi ngay 2 véi 66,6% hinh thai phéi binh thwong 1a. Theo John
Dumoulin (2001) [7] va Nguy&n Thanh Tung (2011) [3], ty I& hinh thai phéi binh thwong ngay
2 v6i chi dinh phwong phap ICSI théng thweng la 53,7% va 69,2% nhung chwa thay cé sy
khac biét, cho thdy kha nang biét hoa cua té bao dong tinh sau nudi ciy phan nao 6n dinh vé
mat di truyén.

3. Banh gia kha nang thu tinh cla t& bao sau nuéi cay bang k¥ thuat ICSI trén 1am sang
(n =125 noéan).

* Kha néng thu tinh cda tinh t& sau nudi cay.:

DPéi v&i nhivng BN khéng c6 tinh trang khong do tac, trén tiéu ban md hoc dwgc chan
doan la trong éng sinh tinh khéng c6 tinh tt&, chang t6i da nudi cay. Mac du trong qua trinh
nudi cy phat hién sy phan chia, phat trién ctia cac TBG sinh tinh thanh tinh t tron, tinh to
kéo dai, song chat lwong nhirng tinh t& nay nhw thé ndo 1a van dé can tiép tuc nghién ctru.
Vi vay, nghién ctru nay chi danh gia kha nang thu tinh cta céc tinh tr da kéo dai dwoc nudi
céy dbi voi BN duoc chan doan 1a khéng co tinh trung nhwng c6 tinh tir tron trong long 6ng
sinh tinh.

* Kha nédng thu tinh cda tinh tir sau nudi cdy: sé noan thu duoc: 125; sb phdi duoc tao thanh: 80
(64%).

Kha nang thu tinh cla tinh tl sau nudi cay la 80/125, dat ty 1& 64%. Theo John Dumoulin,
(2001) [4] va H6 Manh Twéng (2004) [1], ty 1& thu tinh bang ky thuat ICSI véi tinh tring
khong phai nudi cay (c6 sén) 1a 67% va 60,8%. Két qua nay cho thay ky thuat ICSI ngay nay
khéng nhirng phd bién trén thé gi¢i ma cang hiéu qué va dang tin cay. Pay cling la mot ty 1é
thu tinh kha cao, diéu nay ching té nudi cdy lam cho kha nang biét hoa cla tinh t& dién ra
nhanh hon, tinh t& trwdng thanh hon va do dé cé kha nang thu tinh cao hon. Qua day ciling
cho thay chi dinh va xu huwéng nudi cay cac té bao dong tinh 1a hop ly va can thiét.

4. Sw phat trién caa phdi ngay 2 sau khi thu tinh.

Béng 2: Sw phat trién phdi ngay 2 véi tinh t& sau nudi céy.



S6 phai (ty 18) Cong: phoi do 4, dd 3
Phoi do 4 16 (30,18%) 35 (66,02%)
Phoi do 3 19 (35,84)
Phoi do 2 14 (26,41)
Phéi d6 1 4 (7,54%)

Két qua phat trién phoi ngay 2 véi ty 1& 66,02% hinh thai phdi binh thwong. Theo John
Dumoulin (2001) [4] va Nguy&n Thanh Ting (2011) [3], ty I& hinh thai phéi binh thwong ngay
2 v6i chi dinh phwong phap ICSI théng thwong 1a 53,7% va 69,2%, nhwng chwa thdy co sw
khac biét, cho thdy kha nang biét hoa cla cac té bao dong tinh sau nudi cdy phan nao 6n
dinh vé mat di truyén [1].

KET LUAN

Qua nghién ctru, danh gia chét lvong TBGST va tinh triing sau nudi cdy, ching t6i co mét
s6 két luan sau:

- Trong qué trinh nuéi cdy, cac TBGST phan chia gidm nhiém tao thanh tinh bao I, tinh
bao Il va tinh tr tron, tinh t&r dang kéo dai va tinh ttr da kéo dai.

- Kha néng thu tinh va chét luong phéi duroc tao thanh véi tinh tring sau nudi cay.

+ Trén thuc nghiém, 68% tinh t c6 kha ndng thu tinh tao phdi, trong dé sé phéi do 4 va
dé 3 va ngay 2 dat 60,6%.

- Trén ngudi, céc tinh tir c6 khd ndng thu tinh tao phdi véi ty 1é 64%, trong dé sé phoi do 4
va dé 3 va ngay 2 dat 66,02%.
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