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TOm tat

Xdc dinh mai tuong quan gida chi s6 phan manh DNA tinh
truing (DNA Fragment Index - DFI) dugc do bang phuong phap khao
sdt do phan tan nhiém sac chat (Sperm Chormatin Dispersion - SCD)
va két qua tiem tinh triung vao bao tuong noan (Intracytoplasmic Sperm
Injection — ICSI).

Day la nghien cuu doan hé tién
cuu, thuc hién trén 160 bénh nhan diéu tri ICSI tai Don vi H6 tro sinh
san IVFMD, Benh vien My Plc tu thang 06/2016 dén thang 05/2017.

Khong co moi tuong quan gita chi s6 phan manh DNA va
két qua ICSI, bao gom: ty lé thu tinh, ty Ié tao phoi ngay 3 va ty lé phoi
hdu dung (P > 0,05). Két qua: thai lam sang 6 ba nhom DFI (< 15%,
15-30%, > 30%) khong co khdc biét, bao gom: ty lé thai beta-hCG > 25
mlU/mL (tuong ung la 49%, 57% va 60%), ty lé thai lam sang (tuong
ung la 33%, 47% va 20%) va ty lé sdy thai (tuong ung la 6,5%, 13,3%
va 0%) (P > 0,05).

Ty lée phan manh DNA tinh tring khong anh huong dén két
qua diéu trj cua ICSI.

Abstract
EFFECTS OF SPERM DNA FRAGMENTATION
INDEX ON THE OUTCOMES OF
INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION
To determine the relationship between DNA
fragment index (DFI) by sperm chromatin dispersion test (SCD) and
intracytoplasmic sperm injection (ICSl) outcome.
A prospective study was conducted at IVFMD,
My Duc Hospital from June 2016 to May 2017. Semen samples were
obtained from 160 couples undergoing ICSI treatment.
DFI was not any correlated with ICSI outcomes including
fertilization, day 3 embryo development and good quality embryo rates



(P > 0.05). Clinical outcomes were not different between three group DFI (< 15%, 15-30%, > 30%),

included beta-hCG > 25 mIU/mL pregnancy (49%, 57% and 60% respectively), clinical pregnancy

(833%, 47% and 20% respectively), miscarriage (6.5%, 13.3% and 0% respectively) (P > 0.05).
Sperm DNA fragmentatioon levels is not correlated ICSI outcomes.

C6 khoang 30-40% cdc trusng hgp hiém muon
¢4 nguyén nhan U cé hai vg chong va khodng 20%
do bét thusng vé tinh trung coa ngusi chong[1].
Trong d6, cdc yéu t6 dugc quan tém trong chén
dodn vé sinh nam thusng chi dya véio céc théng s6
tinh dich do, bao gom: thé tich tinh dich, pH, mat
do, do di dong va hinh dang tinh trung. Tuy nhién,
khodng 15% trusng hgp vé sinh nam cé finh dich do
binh thusng[2]. Nong dé ROS qud muc trong tinh
dich c6 thé la mét trong nhing yéu 16 tién lugng ti le
thy tinh kém trong éng nghiém (In vitro fertilization
- IVF). Céc géc oxy héa tdc dong lam giégm do di
dong, khé naing séng va gay phan manh DNA cia
tinh trung. Sy phan ménh DNA tinh trung géy énh
huéng dén viec dém nhan chic nang thy tinh binh
thudng, coing nhu trong qua trinh phét trién pheéi thai
sau nay[3]. Mac du c6 méi lien quan gita mic do
di dang cta finh trung véi sy phan ménh DNA[4],
nhung hinh dang tinh trung khéng phéi la yéu 16 dy
dodn cho sy phan manh DNA tinh trung[5], tham
chi nhang tinh trung ¢ hinh dang binh thusng cong
c6 thé bi phan méanh DNA. Avendano va céng sy
nam 2010 cho réing ¢ méi tuong quan nghich, c6
y nghia [n trong y hoc, gita nhang tinh trung hinh
dang binh thusng nhung bi phan manh DNA v&
chét lugng phei, ty lé thai sau phuong phdp tiém tinh
trung vao bao tuong nodn (Intracytoplasmic Sperm
Injection-ICSI)[6,7]. Trong ICSI, tiéu chi dé chon loc
tinh trung dé tiem vaio bao tuong tring la 6 di dong
t6t, hinh dang binh thusng cao, tuy nhién, ti lé phan
manh DNA trong nhing tinh trung dé méi la yéu 16
quan trong énh hudng dén két qué digu tri.

Tu d6, vén dé vé sy nguyén ven cia céu tric
DNA va& chic néng cua tinh trung dugc quan tém

nhigu hon. Deé tai duoc thuc hién véi muc tieu dénh
gid méi tuong quan cua ty lé phan manh DNA tinh
trung va két qua tao phoi va ty ¢ thai lam sang, ty
lé thai dién tién trong cdc trusng hop thy tinh bang
phuong phép ICSI.

Thiét k& nghién cou

Day la mot nghién ciu doan hé tién ciu véi két
qua sau ICSI bao gom: ty lé thy tinh, ty & tao phoi
ngdy 3, ty lé tao phoi tét, thai lam sang va thai dién
tién lien quan t6i chi s6 DFI khdc nhau coa bénh nhan.

Thu nhan mav tinh dich

C6 160 cap vo chong tham gia nghién cuu sé
|y méu tinh dich. M&u dugc thu nhan tai IVFMD,
Bénh vien My Duc tu thang 06/2016 dén thang
05/2017. Mau tinh dich sau khi xuét tinh duoc
thu nhén vao lo dung méu chuyén dung va chs
ly gigi 15-60 phut. Sau d6, méu dugc danh gié
mat dé va doé di dong theo qui trinh chuén [8].

Tinh trung dugc chudn bi béng phuong phap
thang néng dé kheng lién tuc, ly tam 1.200 vong/
phtt trong 10 phot. Méi trusng loc la AllGrad®
45% va AllGrad® 90% (LifeGlobal). Phan can
dugc rda v6i 3 mL méi trusng AllGrad® Wash
(LifeGlobal), ly tam 1.200 vong/phut trong 5 phdt.
Tinh trung sau khi loc rda dugc c6 dac trong 0,1-
0,2 mL st dung cho ICSI.

Chuan bi noan

Nodn dugc choc hit trong vong 36-40 gis
sau khi tiem hCG. Khéi noan-cumulus (Oocyte-
cumulus complex - OCC) dugc rua vao dia chia
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méi trusng Collect Medium (LifeGlobal). Noén sau
dé dugc cdy trong hop 4 giéng chia méi trusng
Global total LP for Fertilization (LifeGlobal) c6 phu
déu. Sau 2-3 gié nusi cdly 6 37°C, 6% CO, va 5%
O,. Noan dugc tach ra khéi khéi OCC béng moéi
trudng Hyaluronidase va dugc tiép tuc nuéi cdy
1-2 gid trong giot méi trusng Global total LP for
Fertilization truéc khi thyc hién ICSI.

Tiém tinh trung vao bao tuong noan

Tién hanh ICSI 40-42 gis sau gio tiem hCG
theo quy trinh kich thich busng tring thusng qui.
Nodn sau khi ICSI dugc nuéi cédy trong digu kien
37°C, 6% CO, va 5% O,. Thy tinh duoc xac dinh
sau 16-20 gid tiem tinh trung vaio bao tuong tring
khi xuét hien hai tien nhan va ddy ra thé cyc thu
hai. Vao ngay 3, cdc phoi duge dénh gid vao thsi
diém 66-68 gis sau ICSI. Phéi ngay 3 dugc xdc
dinh khi ¢6 tu 6 t& bao tré lén, trong do, phéi logi
| dugc xdc dinh c6 s6 phéi bao 7-9 t& bao véi ti
lé phan ménh 0-10%. Viéc danh gid va phan logi
dya trén dong thuan Alpha [9].

Tién hanh quy trinh phat hién sy phan manh
DNA t€ bao tinh trung bang phuong phap SCD

Quy trinh phdt hien phan manh DNA t€ bao
tinh trung béing phuong phép SCD dugc xay dung
tai Khoa Y, Dai hoc Quéc gia Thanh phé He Chi
Minh, dya theo quy trinh coa Fernandez [12], véi
mét sé chi tiét dugc cdi tién dé phu hop véi digu
kien ép dung tai Viet Nam.

bau tien, finh dich dugc pha loang véi PBS dén
mat d6 20 triéu tinh trung/mL. Tiép theo, 25 pL méu
sau khi dugc pha loéng trén véi 50 pl agarose trong
eppendorf (1%). Sau do, 15 pL thé tich hén hgp dugc
nhé len slide. Slide sé dugc day bang coverslip roi
git lanh & 4°C / 5phdt. Sau 5 phot, slide dugc bo
coverslip sé tiép tuc dugc ngém trong dung dich HC
0,08 N trong 7 phut & nhiét d6 phong. Tiép theo, slide
dugc ngam trong dung dich ly giéi 20 phdt & nhiét do
phong va rda véi nuée céit trong 5 phdt. Slide lan lugt
dugc ria trong loat dung dich ethanol cé néng do
70%, 100% trong 2 phut méi lan v nhuém méu véi
giemsa frong 7 phdt. Sau khi ra véi nuéc cét, méu
dugc dé kho 6 nhiét do phong. Cusi cung, méu dusc
phan tich két qua hinh anh & vat kinh 100X.

Phan tich s6 lieu

Céc chi s6 dugc phan tich gom: s6 mat do,
do di déng, chi s6 phan manh DNA tinh trung,

s6 nodn choc hdt, s6 noan truéng thanh, ty lé thy
tinh, ty lé phoi phan chia, s6 phoi tét ngay 3, ty le
beta-hCG, ty lé thai lam sang va ty lé lam 6 coa
phéi. Cdc sé lieu sé dugc trinh bay dugi dang gia
tri trung binh + d6 léch chuén hay dudi dang phan
tram. Sy khdc biét gita cdc gié tri trung binh dugc
kiém dinh bé&ng Student's t-test cho du liéu theo luat
phan phéi chudn, gid tri phan tram dugce kiém dinh
sy khac biéet béing Chi-square test, sy khdc bigt cé y
nghia théng ké dugc xdc dinh khi P < 0,05.

S¢ dung phan mém théng ké R (phiéen ban
3.2.4) dé kiém dinh he s6 tuong quan r (theo
Pearson) cho so sanh chi sé DFI var cdc gid tri digu
tri véi khodng tin cay & 95%.

Dac diém benh nhan tham gia nghién ciu dugc
thé hién & bang 1.

Bing 1. Cic chi s6 nén cia bénh nhan dugc thu nhan vio nghién ciu

Cdc chi so Gid ri (n = 160) Gidi han
Tui vg (niim) 31,65+396 2340
Tudi chéng (niim) 3343391 2440
AMH (ng/ml) 520302 0951463
Thei gian vé sinh (niim) 3,61£335 0,512
Logi v sinh (%) Il'zz: ; ?gé
Nong do E, (pg/ml) 5.896+4.684 5 872-26.020
Nong do P, (ng/ml) 1,3£0,74 0,096,72

Cdc chi o tinh dich do

Mt o tinh tring (x 106/mL) 43643223 5180
Di dong (%) 31,01+1346 568
Hinh dang binh thutng (%) 0,100,03 01
DFI (%) 14741062 288

Mai tuong quan cia DFI va cdc chi sé trong ICSI

Ty lé thy tinh la ty lé gita s& noan thy tinh
trong téng s6 noan tién hanh ICSI, ty lé thy tinh
trung binh cia 160 cap vo chong la 84,76% +
14,32%. Khi danh gid mic dé tuong quan gita
chi s6 DFI va ty lé thy tinh, chung téi khong ghi
nhéan dugc sy tuong quan cé y nghia théng ke (r =
0,02, P = 0,98), két qua dugc thé hien 6 bigu do
1A va béng 2.

Ty lé tao phéi ngay 3 la ty lé giva s6 phéi ngay
3 trong t6ng s6 tring thy tinh. Ty lé tao phéi ngay
3 trung binh la 72,81% + 21,19%. Két qué ghi
nhan, khéng fim thdy méi tuong quan giva ty lé
tao phoi ngay 3 var chi s6 DFI (r=0,16, P = 0,53,
biéu do 1B).



Ty le phoi t6t la ty lé phoi logi | var logi Il trén
téng sé phoi thu nhan dugc. Ty lé phéi tét trong
nghién ctu la 65,6% + 28,7%. Khi tién hanh danh
gid muc do6 tuong quan gita chi s6 DFI va ty lé phoi
t6t, chung toi cong khéng ghi nhan dugc sy tuong
quan cé y nghia théng ké (r= 0,2, P = 0,15, biéu
ds 10).

Baing 2. Cic chi s6 1CS1 vi ket qua dieu tri

1,20,P=0,77) va 20% (OR = 0,75, CI 0,29-1,93,
P =0,56). Ty le sdy thai 6 nhém 1 la 6,5% (OR =
0,80 Cl 0,55-1,17, P = 0,25), nhém 2 la 13,3%
(OR = 1,03, C1 0,82-1,29, P = 0,99), 6 nhém 3
cé it méu (4 méu trén téng s6 160 méu tinh trung
dugc phan tich DFI) nén khong do s6 ligu sdy thai
dé ddanh giéd méi tuong quan (Bang 3).

Bing 3. Ty s6 nguy <o cho betarh(G > 25 mill/m, thai lam sting v séy thai khi chuyén phéi

Cic chisé Gid 1 (n = 160) cba cdc cip vg chong 6 3 nhom DFI.
1y lg thy finh (%) 8476+ 1430 Nhom DFI | (Nhom 1) <15 (Nhom 2) 15:30 (Nhom 3) > 30
Ty lé tao phéi ngay 3 (%) 7281+ 21,19 (%) OR P OR p OR p
Ty le phoi logi 1-2 ngay 3 (%) 656+ 287 BETA hCG . . )
Tyle betghCG > 25 mil/ml 5% (50/%) >25mil/ 099(31/;”7) 08 1(05876_/;]7) 097 084(805/;_] 1) 048
Ty lé thai lom sting (%) 36% (35/96) ml T T S
Ty lé séiy thai (%) 8% (8/96) Thei lam 33% 092 47% 077 20% 056
sng 099(0831,18)| "~ [1,02(0,87-1,20)| " [0,75(0,29-1,93)|
o 6,5% 13,3% )
Siythai |0 80055117 | %% | 103 (0821.29)| ©%° 0%
| ..'. ] i Bis
=
i (T
_ Nhigu nghién cou trén thé gisi khang dinh
+r ! N N 5 . . ; v
; P S réing phan manh DNA tinh trung cé méi tuong
— quan nghich véi kha nang cé con ty nhién cua
& M ngudi nam. Trong khi cac xét nghiém vé sy phan
A

Biéu d 1. M6 1d méi tuong quan ca DFI véi cdc chi 6 trong ICSI
(Chi thich: (A) Mai tung quan gidia ty Ié thy tinh v ty [& phan manh DNA tinh trung, (B) Méi
tuong quan gida 1y 18 tao phdi ngay 3 v 1 1§ phan manh DNA tinh trung, (C) Méi tuong quan
giia 1 16 phdi 16t ngay 3 v 1y 16 phan manh DNA finh trung.

Méi tuong quan cia két qué digu tri véi tung
nhém chi s6 DFI khac nhau

Két qua lam sang thu nhan tU nghién cou cia
ching 16i cho ty lé thai beta-hCG > 25 mIU/mL l&
52%, ty le thai lam sang & 36% va ty lé sdy thai la
8% (Bang 2). Dya vao phan logi cia Evenson va
cong sy (1999) chia muc d6 phan méanh DNA tinh
trung thanh 3 nhém DFI < 15% [Nhém 1], 15% <
DFI = 30% [Nhom 2], DFI > 30% [Nhom 3], Ket
qué tU nghién ctu cho thédy, ty lé thai beta-hCG
>2 5 mlU/mL khéng c6 khdc biét gita 3 nhém
DFI, 49% & nhém 1 (OR = 0,99 Cl 0,84-1,17, P
= 0,89), 57% & nhém 2 (OR =1 CI 0,86-1,17, P
= 0,97) va 60% & nhém 3 (OR = 0,84, Cl 0,52-
1,35). Két qué ghi nhan khéng fim thdy sy khac
biét c6 y nghia théng ke vé ty lé thai lam sang 6 ba
nhém chi sé DFI, tuong Ung la 33% (OR = 0,99, Cl
0,83-1,18, P = 0,92), 47% (OR = 1,02, Cl 0,87-

manh DNA c6 khé nang tién lugng t6t vé két qué
c6 thai ty nhién, thi viec danh gid trong IVF va
ICSI con nhigu tranh luan. Theo Saleh va cong
sy (2003), chi s6 phan méanh DNA tinh trung
tuong quan nghich véi ty lé thy tinh (r = -0,70)
var chét lugng phéi (r = -0,70)[10]. Két qué cia
Muriel va cong sy (2006) cho théy ty lé thy tinh
trong diéu tri ICSI c6 méi tuong quan nghich
v6i phan manh DNA tinh trung dugc xét nghiem
bang phuong phép SCD (sperm chromatin
dispersion) (r = -0,245, P = 0,045) [17]. Theo
Mehdi v& cong sy, phan manh DNA tinh trung
khéo sat béing TUNEL cho ty lé thai lam sang
thép khi thyc hien ICSI va hau nhu khéng ¢6 thai
lam sang khi DFI >20%[11].

Két qué thu nhan dugce tu SCD cé méi tuong
quan 16t vé6i cdc xét nghiem DNA khdac nhu l&
SCSA va TUNEL[12, 13]. Mac du SCSA (sperm
chromatin structure assay) la phuong phdp
danh gid phan manh DNA tinh trung tét nhét,
nhung nhing phuong phap khéc nhu la TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
terminal uridine nick-end labeling), Comet, SCD
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da dugc trién khai xét nghiém lam sang. SCD
la phuong phép don gidn va ré tien nhét 6 thé
thyc hién khi si dung kinh hién vi quang hoc dé
danh gid.

Trong nghién ctu nay cia ching t6i, mic
do phan manh DNA tinh tring dugc danh gid
bang phuong phap SCD, khéng tim thdy khéc
biet & ty le thy tinh, ty lé tao phoi ngay 3, ty le
tao phoi hou dung gita ba nhém DFI. Qua két
quéd nay, cé thé thdy rang tiem nang phét trién
phoi khéng chiu anh hudng béi ty le phan manh
DNA tinh trung cho dén giai doan phéi ngay 3,
day la giai dogn bo gen phoi dugc hoat héa,
phéi c6 thé sta chta nhang tén thuong cia DNA
tinh trung[14]. Hién tai, trung tam coa chong téi
chuyén phéi ngay 3 dugc chi dinh ban dau cho
cdp vo chong digu tri nén trong nghién clu nay,
chung téi danh gida hiéu qua digu tri dén phoi
ngay 3. Hon nia, danh gid hiéu qua digu tri dén
giai doan phéi nang cho s6 ligu it, khéng cé y
nghia théng ké. Két qué nay cing trung khép véi
mét s6 cdc nghién ctu khdc khi su dung phuong
phdp khdc nhau dé danh gig phan manh DNA
tinh trung. Karydis va céng sy (2005) thyc hién
tréen 154 chu ky ICSI, phan méanh DNA tinh
trung dugc ddanh gia bang kinh hién vi huynh
quang sau khi nhuém béng Chromomycin A3,
két qua nghién ctu cho thdy phan manh DNA
tinh trung khéng anh huéng dén ty lé thy tinh, ty
lé phoi tét va ty lé thai lam sang (P > 0,05)[15].
Mét nghién ctu khdc cia Benchaib va cong sy
(2003) thyc hién tréen 104 beénh nhan digu tri
bang phuong phép IVF (50 bénh nhan) va ICSI
(54 bénh nhan), két qua cho thdy khéng cé méi
tuong quan gita phan ménh DNA (dugc ddnh
gid béng phuong phdp TUNEL) va chét lugng
phoil11,16].

Ngoadi ra, ching téi cé danh gid méi tuong
quan giga phan manh DNA tinh trung va két
qua thai lam sang. Trong nghién cou nay, é ba
nhém DFI déu khéng cho théy cé khéc biét 6 két

qué thai lam sang sau khi thyc hién ICSI. Nghién
clu cia Muriel va cong sy (2006) su dung xét
nghiém SCD va Halosperm cho thdy khong cé
tuong quan giva phan méanh DNA tinh trung va
thai lam sang[17]. Digu nay cé thé giai thich la
trong qud trinh lya chon phéi truéc khi chuyén,
nhiong phoi dugc danh gia kém chét lugng sé
khong dugc lya chon dé chuyén phei. Vi vay, chi
s6 DFl c0a méu tinh trung sé khéong énh huéng
dén két qué thai lam sang. Tuy nhién, DFI > 27%
(danh gié bang phuong phap SCSA) la gid tri
tien lugng cho chu ky digu tri khong co két qua
thai lam sang[18]. Mét nghién cou khéc cong
cho két qua tuong ty, DFI déanh gia béng phuong
phdp TUNEL c6 tuong quan nghich véi ty lé thai
lam sang (P = 0,034)[19]. Nhém DFI > 30% cé
it ca (n = 4) va khéng cé ca nao sdy thai nén
khong dénh gia dugc méi tuong quan gita ba
nhém DFI. Mét nghién cou téng hop cua Lynne
va c¢s (2012) thuc hién trén 2.969 bénh nhan
cho théy ty lé séy thai cao hon ddng ké & nhang
méu c6 chi s6 phan manh DNA tinh trung cao (P
<0,00001, r = 2,16)[20].

Trong céc ky thuat hé trg sinh san, ICSI la
mét ky thuat giop logi bé dugc cac hang rao
trong thy tinh ty nhién va tu d6 mét tinh trung
c6 DNA phan manh véan cé kha nang thy tinh
va két qua cudi cung la thy thai. Vi vay, két qua
danh gia phan manh DNA tinh trung sé c6 hou
ich hon trong viéc tién lugng khd nang cé con ty
nhién va ty lé thanh cong trong mot chu ky digu
tri hiém muon.

Trong nghién cou nay, két qua khéng ghi
nhan bét ky céc chi sé nao coa ICSI bao gom: ty
lé thy tinh, ty lé tao phoi ngay 3, ty lé phéi hou
dung ngay 3, ty lé beta-hCG > 25 mlU/mL, ty le
thai lam sang va ty lé sdy thai chiv énh hudng
bsi muc d6 phan manh DNA tinh trung.
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