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kién thuan lgi dé em hoan thanh luan vian nay.

Em xin giri 10i cam on chéan thanh téi TS. Pinh Thi Thu Lé ciing céc thay co trong
vién di tan tinh chi bao, dinh huéng va déng gop nhiéu y kién quy bau giup em hoan thién
dé tai nghién ctu.
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Cao Xuan Ngoc
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MO DAU
1.Tinh cap thiét cia dé tai

Trong thoi gian gan day, cung voi su tién bd nhanh chong cua nhimng k¥ thuat
hd trg sinh san (ART), nhu cau luu trif tinh tring ngay cang gia ting, nhat 13 trong
cac tinh hudng tinh tring c6 s6 luong rat thap hoic thu dugc tir cac can thiép xam lan
nhu sinh thiét mé tinh hoan (TESE, micro-TESE) hodc choc hut méo tinh (PESA,
MESA) [1, 2]. Pbi v6i nhom ddi trong ndy, timg tinh tring thu nhan duoc déu mang
¥ nghia rat quan trong, viéc mat mau hodc suy giam chat lwong cua tinh tring trong
giai doan dong lanh - rd dong c6 thé lam mat hoan toan co hoi sinh con sinh hoc cua
bénh nhan [3].

Qua trinh dong lanh va ra dong tinh trung dugc xem 1a mot ki thuat phuc tap,
trong d6 giai doan rd dong c6 ¥ nghia then chdt d6i voi sy phuc hdi hinh thai va kha
nang van dong cung kha nang tham gia thy tinh cua tinh trung sau bado quan. Cac
nghién ctru cho thiy ¢ nhitng BN c¢6 sb luong tinh tring rat han ché hoic tinh tring
duoc ldy qua phiu thuat tinh hoan thi cac té bao tinh tring d& bi tac dong manh bai
su thay d6i nhiét do, ap sudt thim thau va anh hudng cia stress oxy hoa trong sudt
qua trinh dong ri [4, 5]. Viéc lya chon va kiém soat cac diéu kién ra dong khong phu
hop c6 thé khién ton thuong mang té bio gia tang, ty thé, DNA cua tinh tring, din
dén giam ty 1¢ séng va tac dong bat loi dén két qua thu tinh trong cac chu ky ICSI
[6,7].

Du da c6 cac cong trinh hudng trong tam vao k¥ thuat dong nhanh va hoa kinh
cho tinh tring s6 luwong it, song cac nghién ciru chuyén sau vé anh hudng cua cac diéu
kién ra dong (nhu vén toc rd, mirc nhiét khi ra, loai méi truong ra dong, thoi luong
tiép xtic véi cryoprotectant) ddi voi chat lugng tinh tring sau luu trit van con han ché,
nhat 13 trong béi canh thuc hanh 1am sang tai cic trung tdm hd tro sinh san & Viét
Nam [8]. Trong thuc tién, cic phong lab IVF hién nay van ap dung cac quy trinh ra
d6ng khac nhau cho viéc dong ra tinh tring s6 luong it.

Viéc tdi wu hoa diéu kién dong ra khong chi gop phan nang cao kha ning séng
sOt va chat lwong cia tinh tring sau khi rd déng, ma con gitip giam thiéu nguy co mat

mau, tiét kiém chi phi, giam thoi luong thao tac va cai thién hiéu qua diéu tri cho bénh



nhan. Diéu ndy c6 y nghia dic biét trong bbi canh quy md bénh nhan vé sinh nam c6
xu hudng ting 1én va yéu cau ca thé hoa phac dd diéu tri ngay cang dugc chu trong
[9].

Xuat phat tir nhitng van dé néu trén, dé tai “Nghién ctru anh hwéng ciia moi
treong dong dén chit lweng tinh tring dong lanh s lwgng it biang cryotop” di
dugc tién hanh. Két qua nghién ctru ky vong sé cung cap co s khoa hoc cho viée lua
chon va chuan héa quy trinh dong ra tinh tring s6 luong it, gop phan nang cao chat
luong bao quan mau, cai thién két qua hd trg sinh san va dap img nhu cau ngiy cang
tang trong thuc hanh 1am sang hi¢n nay.

2. Muc tiéu cia dé tai

Dénh gia anh huéng cua chit bao vé dong lanh (CPA) dén ty 16 thu hdi va
ty 1¢ song cla tinh trung s6 lwrgng it (tir mao tinh va tinh hoan) dwoc dong lanh
bang ky thuit cryotop, nhim t6i wu hoa hiéu qua sir dung cho k¥ thuat ICSL
3. No¢i dung nghién ciru

Anh huong cua CPA ndi bao va ngoai bao dén chat lugng tinh trung thu dugc
tir choc hut mao tinh (PESA) va trich xuét tinh hoan (TESE).

So sanh 4 loai méi trudng déng lanh, bao gdm: méi trudng chira Glycerol, méi
truong chira Sucrose, phdi hop Glycerol va Sucrose (ty 1& 1:1), va phdi hop Glycerol
va Sucrose (ty 1€ 0,5:1).

Dénh gia chét lugng tinh trang sau rd déng qua 2 chi tiéu chinh 12 ty 1¢ thu hoi
(kha ning bao toan mau) va ty 1é séng (dya trén d6 di dong hodc phan ing duong tinh
véi HOST).
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PHAN L. TONG QUAN
1.1 Bdo quan tinh trung so lwgng it
1.1.1 Khai niém vé bio quan tinh trung s6 lwong it trong HTSS

Dong lanh tinh trung 1a mot ky thuat dem lai nhiéu loi ich trong diéu trj vo sinh
va duy tri kha ning sinh san cho nam gi¢i. O nhiing truong hop can dong lanh tinh
trung tur tinh dich hodc mo tinh hoan, tinh dich hodc mo tinh hoan sau khi sinh thiét
s& duoc xir Iy va dong lanh theo phuong phap hoi nito 16ng. Khi can sir dung tinh
trung s& duoc 1am am trd lai va trai qua cac bude xir Iy chuyén biét dé thu nhén tinh
trung phuc vu cho IVF. Tai Vi¢t Nam, ti 1€ di dong sau ra dong cua tinh trung thu
nhén tir cdc mau mo tinh hoan & bénh nhéan vo tinh do tic dat 30% va ti 1& ¢6 thai voi
TTTON khi sir dung ngudn tinh tring nay 1a 28%[10].

BN c6 tinh tring s6 luong thap dugc hiéu 14 tinh trang trong d6 luong tinh
trung thu duoc rat han ché, tham chi chi c6 vai tinh tring trong toan bé miu, thudng
gip & cac truong hop thiéu tinh mtc d ning cryptozoospermia hodc vo tinh khong
bé tac. Trong thuc hanh hd trg sinh san hién nay, tinh tring véi ) luong han ché ¢
thé dugc thu nhan tir tinh dich sau loc rira hodc tir cac thi thuat xAm 14n nhu choc hat
mao tinh (PESA) va phiu thuat tinh hoan (TESE) [11]. Nho sy tién b cta ki thuat
vi thao tac, nam gidi khong co tinh trung trong tinh dich van c6 kha ning c6 con mang
huyét thong ctia minh thong qua phau thuét Iy tinh tring tir mao tinh hay tinh hoan.
Tuy nhién viéc phau thuat nhiéu lan c6 thé gy ra nhitng anh hudng khong thuan loi
cho ngudi chong, dong thoi 1am ting chi phi diéu tri. Do déc tinh cua tinh tring tir
phau thuit, nhat 14 nhitng trudng hop sinh thiét tinh hoan, viéc bao quan lanh bang
cac ky thuat thong thuong thuong khong dem lai hi€u qua cao sau khi ra dong.

DBdi véi nhém BN ndy, moi tinh tring déu c6 gia tri sinh hoc dac biét. Viéc luu

giit tinh trung s6 luong it khong chi gitp chi dong vé mat thoi gian trong cac chu
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trinh hd tro sinh san ma con gop phﬁn han ché viéc phai ldp lai cc can thi¢p xam lan,
giam nguy co tai bién va ganh ning tam 1y cho bénh nhan. Do d6 da tr¢ thanh mot
yéu cau thiét yéu trong céc trung tdm hd trg sinh san hién dai.

1.1.2 Nguyén ly va cac phwong phap bao quan tinh trung

K¥ thuat dong lanh tinh tring 13 phuong phap luu trit tinh tring ¢ diéu kién
nhiét do rat thép nham 1am cham hodc ngung hoan toan nhiing hoat dong sinh hoc
ctia t& bao. Nguyén 1y co ban ctia qua trinh nay 13 ha nhiét d6 mét cach ¢ kiém soat,
ddng thoi két hop sir dung cac chat bao vé lanh (cryoprotectants — CPA) nhdm giam
thiéu t6n thuong té bao do hinh thanh tinh thé da, thay doi ap suat tham thau va stress
oxy hoéa [12].

Hién nay, cac ky thuit bao quan tinh trung bao gém dong lanh téc do chim,
dong nhanh va phuong phap thiy tinh héa. Doi véi tinh tring sb lugng it, ddc biét la
tinh trung dugc thu nhan thong qua phiu thuat tinh hoan, cac phuong phap dong
nhanh va thay tinh hoa thudng duoc vu tién do gitip giam thé tich mau, han ché hinh
thanh tinh thé d4 va ting khd nang hdi phuc tinh trung sau khi rd dong [13].

1.1.3 Anh huwéng ciia qua trinh dong ra dén chat lwong tinh trung

Mic du dong lanh 1a phuong phép bao quan hiéu qua, qua trinh dong ra van
c6 thé gy ra nhiéu ton hai sinh hoc ddi véi tinh tring. Cac nghién ctru cho thay tinh
trung rat d& bi anh hudng boi cac bién dong vé nhiét d6 va ap suat tham thiu trong
sudt giai doan dong va rd déng. Nhitng bién doi dot ngdt nay co thé gay ton thuong
mang té bao, rdi loan chirc ning ty thé va lam giam kha ning vin dong cua tinh tring
[14, 15].

Bén canh d0, qua trinh déng rd con 1am gia ting stress oxy hoa, tir d6 thuc day
su sinh ra cac gdc oxy phan tng tu do (ROS), gy t6n thuong lipid mang, protein va
DNA tinh trung [16, 17]. Tinh trang dat gdy DNA tinh trung sau qué trinh dong ra da
duoc ghi nhan 1a mot yéu t6 c6 thé tac dong bat loi dén két qua thy tinh va qua trinh
phat trién cua phoi trong cac chu ky ICSI [18].

Thach thirc 1én nhit trong bao quan tinh tring sé luong it 1a kha ning méat miu,

su suy giam rd rét chat luong tinh trung sau khi rd dong va cac trd ngai trong thao tac

12



k¥ thuat [19]. Do d6, viéc lya chon va toi wu hoa cac diéu kién dong ra phu hop gii
vai tro quan trong trong vi¢c cai thién hiéu qua bao quan nhém tinh trung nay [20].

Déi véi tinh tring s6 luong it, anh hudng ciia qua trinh dong ra can dugc nhin
nhan nghiém ngat hon so véi cac mau tinh dich thong thuong. O mau tinh dich ¢6
mat do cao, su suy giam mot phan sd lwgng hodc chét luong tinh tring sau rd dong
6 thé van con du tinh trang dé lua chon cho ICSI. Nguoc lai, trong cac mau PESA,
TESE thi s6 lugng tinh trang ban du thuong rat han ché vi vay chi can mat mot ty 16
nho tinh tring trong qua trinh xir 1y, déng lanh hoic rd dong ciing c6 thé lam giam
dang ké kha ning str dung mau sau bao quan [43].

Ton thuong sau dong ra khong chi biéu hién & viéc tinh trung mat van dong,
ma con c6 thé biéu hién dudi dang giam tinh toan ven mang té bao, giam dap ung véi
moi trudng kiém tra séng/chét, hodc khong con kha ning phuc hdi van dong sau khi
tiép xtc voi moi trudong hd tro danh gia di dong [44]. Vi vay, trong nghién ciru nay,
viéc danh gia chat luong tinh tring sau rd dong khong nén chi dimg & quan sat di dong
tire thoi, ma can két hop thém thir nghiém HOST dé nhan dién nhiing tinh tring con
séng nhung khong biéu hién van dong rd rang sau ra dong.

Mot diém quan trong khac 13 qué trinh dong rd c6 thé anh huéng khac nhau
Ién tinh tring tiy theo ngudn gdc mau. Tinh trung thu dugc tir mao tinh thuong da
trai qua giai doan trudng thanh sinh 1y nhat dinh, trong khi tinh trang thu tir mé tinh
hoan c¢6 thé chua hoan thién day du vé kha ning van dong va tinh 6n dinh mang té
bao. Do do, cing mdt quy trinh dong lanh va ciing mot moi truong CPA c6 thé tao ra
két qua khac nhau gitta mau PESA va mau TESE. Day 14 co s¢ quan trong dé luan
van khong chi so sanh cac moi trudng dong nédi chung, ma con can phan tich riéng
ting ngudn tinh tring.

Trong nghién ctru nay, anh hudng cua qua trinh dong ra dugc xem xét thong
qua hai hau qua chinh: mét tinh tring sau rd dong va giam ty 1¢ tinh tring song trong
s6 tinh trang thu hdi dugc. Hai hau qua nay co thé xay ra doc 1ap v6i nhau. Mot miu
c6 thé thu hdi dugc nhiéu tinh tring nhung ty 18 tinh tring con sdng thip; nguoc lai,

mot mau c6 thé cé ty 1¢ sdng twong ddi tot nhung sb luwong tinh trung thu hoi lai khong
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cao. Vi vay, khi danh gia chat lugng tinh tring sau ri dong, khong nén chi dya vao
mot chi tiéu don €.

Dic biét, voi tinh tring sd lwong it, sai 1éch nho trong qua trinh xir 1y, dong
lanh, rd dong hodc tim kiém tinh tring sau ra dong déu c6 thé anh huong dén két qua
cudi cung. Chinh vi vay, viéc st dung cing mot dung cu chira, ciing thé tich moi
truong déng, ciing s6 luong tinh tring dwa vao mdi cong va cing phuong phap danh
gi4 sau rd dong 1a diéu kién quan trong dé han ché sai sb giira cac nhom nghién ctru.
Trong thiét ké cuia d¢é tai, cdc yéu to nay da duoc kiém soat, nhd d6 viée so sanh giira
cac nhom moi truong dong cd co sé ro rang hon.

1.2 Vai tro cua dung cu chira
1.2.1 Giéi thiéu vé cac dung cu chira tinh trung so lwong it

Do dic thu sb lugng tinh trung han ché thuong dugc thu nhan tur cac can thiép
xam 14n nhu choc hat mao tinh hodc sinh thiét tinh hoan, cac dung cu chira quy wdc
hién khéng con dap tmg ddy du yéu cau vé giam thiéu that thoat mau va t6i uu hoa
chét luong tinh tring sau qua trinh dong lanh - rd déng. Vi vdy, nhiéu loai dung cu
chtra chuyén biét da duogc phat trién va tng dung trong thuc hanh 14m sang ciing nhu
trong cac nghién ctru lién quan nhu:

Ong cryovial 14 loai dung cu chira pho bién trong bao quan tinh tring véi s6
lwong 16n, c6 dung tich twong dbi 1on (thuong tir 0,5-2,0 mL) [21]. Uu diém cua
cryovial 1a dé str dung, gid thanh thép va thuan loi cho viéc ghi nhan, quan 1y mau.
Tuy nhién, ddi véi tinh trung $6 lugng it cryovial boc 10 han ché nhu khé thu hdi miu
sau rd dong va toc do lam lanh khong tdi uu.
Ong hiit dong lanh Straw 13 dung cu chira dang 6ng nhya manh, c6 dung tich nho hon
cryovial (thuong 0,25-0,5 mL), dugc st dung rong rai trong bado quan tinh trung ciing
nhu phoi [22]. Déi véi tinh tring s6 luong it, cac loai micro-straw véi dung tich siéu
nho di dugc phat trién nham giam thé tich chira va ting kha ning thu hdi tinh trung;
tuy vay, viéc dinh vi va thu hdi tinh trung sau ra dong van gap kho khan & mot s6 tinh
huéng nhat dinh [23].

Cryotop duoc xem 1a mot trong nhitng thiét bi chtra tién tién va hién dugc ap

dung phd bién nhat hién nay trong k¥ thut vitrification. Cho phép cb dinh mau tai vi
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tri xac dinh, giam nguy co that thoat va nang cao kha nang thu nhan lai tinh tring sau
khi 13 dong. Nho nhitng wu diém nay, Cryotop ngdy cang dugc quan tim trong cac
nghién ctru va trong ing dung lam sang [24].

Ngoai cac dung cu néu trén, mot sb hé théng chira vi thé khac nhu cryopiece,
cell sleeper hodc cac thiét bi vi luu ciing d3 dugc nghién ctru hudng t6i viée ti uu
hoa bao quan tinh tring véi sé luong cuc it. Cac dung cu nay cho phép c¢6 dinh timg
tinh trung riéng 1¢, thuan loi cho ICSI, tuy nhién chi phi con cao va van chua dugc
trién khai pho bién trong thuc hanh thuong quy.

1.2.2 Ung dung ciia cryotop trong bio quén tinh tring sé hrong it

Cryotop 1a mdt dung cu chuyén bi¢t dugc thiét ké dé phuc vu k¥ thuat dong
lanh siéu nhanh (vitrification) trong mang hd tro sinh san va di dugc ing dung phd
bién trong bao quan nodn, phdi va gan day 14 tinh trung s6 luong rét it. Cryotop ra doi
nhim cai thién cac diém han ché cta nhing k¥ thuat dong lanh théng thudng, trong
d6 tdc d6 1am lanh cham c6 thé gay hinh thanh tinh thé d4 ndi bao, 1am ton hai ciu
truc té bao, dong thoi tac dong dén kha ning séng va hoat tinh sinh hoc ciia miu sau
khi ra dong [25].

V& ciu tao, Cryotop gdm mot thanh nhya mong, phang, c6 dién tich tiép xuc
rat nho, cho phép dat mot thé tich rat nho. Phan chira mau duoc bao vé b::ing mot nép
nhua gitp giam nguy co nhiém chéo trong qua trinh luu trit nito 16ng. Chinh dic diém
thé tich tdi thiéu nay gitp Cryotop dat duoc tdc do ha nhiét va lam Am trd lai cuc cao,
1én t6i hang chuc nghin @6 C trong mdi phit, tir d6 tao diéu kién cho qua trinh thiy

tinh héa dién ra hi¢u qua, han ché sy xuat hién cuia tinh thé da.
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Hinh 1.1 Hinh dnh dung cu chira cryotop [26]

Cryotop ciing lam phat sinh mot s6 khé khin can duoc luu ¥, bao gom yéu cau
cao vé k¥ nang thao tac ctia chuyén vién, kiém soat chit ché thoi gian tiép xuc cling
cryoprotectant va nguy co nhidm chéo néu khong tuén thi nghiém ngit cac quy trinh
dam bao an toan sinh hoc. Do d6, viéc thiét 1ap va tiéu chuan hoa quy trinh ap dung
Cryotop 1 yéu t ¢6 vai tro quyét dinh trong viéc duy tri hiéu qua va do an toan cia
phuong phap.

Viéc tng dung Cryotop khong chi hd tro cai thién chat lugng bao quan mau
ma con mé ra nhiéu co hoi trong diéu tri vo sinh hiém mudn, nhat 1a trong diéu kién
s6 lwong cac trudng hop can thu va bao quan tinh tring tir cac can thiép xam lan dang
c6 xu huong tang lén [45].

Trong bdi canh nghién ciru nay, cryotop co ¥ nghia dic biét vi mdi cong trir
déng chi chua sb luong tinh tring rat nho, duoc dit trong giot méi truong dong co
thé tich 2 pl. Viéc dat tinh tring tai vi tri x4c dinh trén cryotop gitp chuyén vién phoi
hoc chu dong hon trong qua trinh tim kiém va thu hoi tinh tring sau rd dong. Diéu
nay phi hop v6i muc tiéu nghién ctru 1a danh gia ty 1é thu hoi va ty 1¢ séng sau ra
déng, bai néu dung cu chira gay kho khin trong viéc dinh vi mau thi két qua thu hdi
c6 thé bi anh hudng khong chi boi méi trudng dong ma con béi thao tac ky thuat [46].

Tuy nhién, chinh wu diém thé tich nho cua cryotop ciing doi hoi thao tac vi

phau va vi thao tac phai chinh xac. Trong quy trinh nghién ctru, tinh tring duogc gom
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bang kim ICSI va chuyén vao giot méi truong dong trén dau cryotop. Do dé, cac yéu
t6 nhur vi tri dat giot moi truong, thoi gian thao tac, thao tac tranh gay kim va kha nang
kiém soat qua trinh ho trén bé mit nito déu 13 nhitng diém can duoc chudn hoa dé
dam bao sy khac biét gifta cac nhom chu yéu phan anh anh hudéng cia moi trudng
dong, thay vi sai I¢ch do thao tac.

1.3 Vai tro ciia chit bao vé dong lanh (CPA)

1.3.1 Ngudn gbc va lich sir phat trién ciia CPA trong hd tro sinh san

Trong chu ky dong lanh—r3 dong, da két tinh khi nhiét d6 giam 1a yéu t6 then
chét chi phdi ty 1& té bao con sdng. Vi viy, kiém soat hién tuong nay 1a diéu kién cbt
16i dé quy trinh dong lanh hiéu qua. Cac hop chit bao vé té bao trong giai doan lam
lanh va ra dong, nhu glycerol, duogc goi la tdc nhan bao vé lanh (cryoprotectant agents
— CPA). CPA rat can thiét khi luu giir & nhiét d6 thap cac té bao va mo sinh san, nhat
1a tinh trung, noan va phoi nguoi [27].

CPA tan trong nudc, tuong tic v4i cau trac sinh hoc va ¢ thé “thé chd nuéc”
ndi bao, qua d6 giam két tinh khi nhiét d6 ha xudng Chung ciing che chd té bao trong
diéu kién lanh Do khong tu két tinh, CPA han ché tang néng dd chat tan va bam vao
mang bao tuong dé bao vé té bao lic nudc ngoai bao chuyén sang dang tinh thé. Tuy
vay, tac dung ctia mdi CPA trén timg kiéu té bao chi yéu méi dwa vao quan sat, chua
dugc chimg minh 18 vé co ché CPA thudng gdm hai nhém: thim qua mang va khong
thAm qua mang. Du khac dic tinh va co ché, chung bo trg nhau trong khir nudc noi
bao, gitip giam tao tinh thé d4 bén trong té bao. Can luu ¥, da sé CPA c6 doc tinh;
murc doc ting theo ndng d6 va thoi gian tiép xtc, nhat 1 & muc nhiét ctia co thé

Song hanh véi nhirng tién bo cua ki thuat thu tinh trong dng nghiém (IVF),
nhu cdu bao quan nodn va phdi ngay cang ting. Piéu nay thuc day su nghién ctru va
tmg dung nhirg hop chit bao quan lanh thé hé méi nhu ethylene glycol (EG),
propylene glycol ciing cac polyol khac. Cac chat nay cé dic tinh tham thau nhanh,
doc tinh thap hon va phu hop hon dbi véi nhitng té bao 16n, chira nhidu nuéc, dién
hinh 1a noan va phoi nguoi. Trong giai doan nay, nhiing tadc nhan bao vé trong dong

lanh khong tham thau nhu sucrose, trehalose ciing dugc dua vao sir dung nham kiém
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so4t ap luc tham thau va hd trg qué trinh khir lwgng nudc trong té bao trude khi dong
lanh [28].

TAC PONG CUA
CHAT BAO VE DONG LANH (CPA) LEN TE BAO
Vai tro ctia cryoprotectant agents trong bao qudn lanh té bao
CHONG HINH THANH TINH THE BANG ON DINH MANG TE BAO CAN BANG THAM THAU

Khéng co CPA Co CPA

Sau khi CPA
e Gidm tdch nudc Diéu héa
& co ngdt té bao tham thdu

@@

Gidm hinh thanh tinh "
thé bang ndi bao

BAO VE CAU TRUC TE BAO, DUY TRi KHA NANG SONG CUA TINH TRUNG, NOAN & PHOI

Hinh 1.2 Vai trd ciia chit bao v¢ dong lanh 1én té bao [29]
1.3.2 Phan loai chét bao vé dong lanh (CPA)

Chét bao quan lanh c6 kha ning xuyén qua mang té bao (Permeating CPA).
Pay 1a nhom CPAs c6 thé thim thdu qua mang té bao, thay thé mot phan lugng nudc
bén trong té bao, qua d6 lam giam nguy co tao thanh cac tinh thé bang trong ndi bao.
Mot s6 CPA thdm thuong dung trong k¥ thuat hd tro sinh san (ART) nhu Glycerol
(cht yéu dung cho tinh tring), Dimethyl sulfoxide (DMSO), Ethylene glycol (EG),
Propylene glycol (PROH) [30, 31].

Chat bao quan lanh khong xuyén qua mang té bao (Non-permeating CPA).
Nhom nay khong xdm nhép vao té bao ma chu yéu tic dong 1én khoang dich bén
ngoai té bao, gbp phan diéu hoa cin bang ap sut tham thiu va hd trg lam mat nudce
té bao co kiém soat. Cac CPA khong thim thuong dung trong ART nhu Sucrose,
Trehalose, Ficoll, Polyvinylpyrrolidone [32, 33, 34].

Nho kha ning hd tro 1am méat nudc té bao va tang hiéu qua bao v¢ ngoai bao,
CPA khong tham gitp rat ngan thoi gian té bao phai tiép xuc vi CPA thim trong qua

trinh can bang va vitrification. Viéc giam thoi gian tiép xuc nay c6 y nghia thiét yéu
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trong viéc giam thiéu doc tinh tich liiy cia CPA thim d6i v6i nodn, phoi va tinh tring
[35].

Trong dong lanh tinh trung, CPA ndi bao va CPA ngoai bao cé vai tro khac
nhau nhung khong tach roi nhau. CPA ndi bao nhu Glycerol ¢6 kha nang tham vao
trong té bao, gop phan lam giam luong nude tu do co thé két tinh trong qué trinh ha
nhiét. Co ché ndy cé y nghia quan trong vi tinh thé da noi bao 1a mét trong nhiing
nguyén nhan gy ton thuong cdu trac té bao. Tuy nhién, vi Glycerol c6 kha ning di
vao bén trong tinh tring nén té bao cling phai trai qua qua trinh thay d6i tham thau
khi CPA di vao va di ra khoi té bao. Néu qu4 trinh nay khong duogc kiém soat tét, tinh
tring c6 thé chiu stress tham thau, anh huong dén mang té bao va kha ning song sau
ra dong.

Ngugc lai, CPA ngoai bao nhu Sucrose chu yéu tac dong bén ngoai té bao.
Sucrose khong bao vé truc tiép cAu trac ndi bao nhu Glycerol, nhung c6 vai trd quan
trong trong diéu hoa sy di chuyén nuéc qua mang té bao. Khi méi trudng ngoai bao
tr& nén wu truong hon, nudc trong té bao c6 xu hudng thoat ra ngoai, tir d6 1am giam
lugng nude ndi bao co thé tao thanh tinh thé d4 khi ha nhiét. Vi tinh trung $6 lugng
it, viéc kiém soat mat nude té bao co y nghia dic biét vi mdi tinh trung déu co gia tri
st dung thuc té.

Tir co s& ndy, viée phdi hop Glycerol va Sucrose trong nghién ctru c6 y nghia
sinh hoc hop ly. Glycerol c6 thé hd trg bao vé ndi bao, trong khi Sucrose hd trg diéu
hoa mdi trudng ngoai bao va qua trinh mat nudc té bao. Tuy nhién, két qua nghién
ctru cho thay hiéu qua ciia sy phéi hop nay khong gidng nhau hoan toan giita PESA
va TESE. Vi vay, luan van can trinh bay CPA khong chi nhu mgt nhoém hoéa chit bao
vé€ chung, ma nhu mdt yéu td ¢ tac dong phu thudc vao dac diém nguén tinh trung,
tinh trang mang té bao va kha ning chiu dung stress dong ri cta ting loai mau.

Trong pham vi dé tai, Glycerol dugc str dung nhu dai dién cho CPA ndi
bao, con Sucrose dugc st dung nhu dai dién cho CPA ngoai bao. Sy khac biét
giita hai nhém CPA nay tao co s cho thiét ké bén nhém nghién ctru. Nhém
Glycerol don thuan cho phép danh gid anh huong cia CPA ndi bao; nhém

Sucrose don thudn cho phép danh gia anh huong ciia CPA ngoai bao; hai nhom
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phéi hop Glycerol va Sucrose cho phép xem xét tic dong khi két hop hai co ché
bdo v¢ nay trong cung moi truong dong.

Diém can nhan manh 1a CPA khong chi anh huong dén kha ning bao vé
tinh tring trong qué trinh ha nhiét ma con c¢6 thé anh hudng dén kha ning song
sau ra dong. Do do, viéc lya chon CPA can dugc danh gia béng dir liéu thuc
nghiém cu thé. Trong nghién ctru nay, két qua cho thiy dap Gmg véi CPA khéc
nhau gitra PESA va TESE, vi vay khong nén xem mdt loai moi truong dong la
t6i wu chung cho moi ngudn tinh tring s6 luong it.

1.4 Phwong phap thu tinh trung tir chgc hut mao tinh (PESA)
1.4.1 Gi6i thiéu vé ky thuat PESA

Phuong phap hut tinh trung mao tinh qua da (PESA) 13 k¥ thuat l4y tinh tring
bang kim nhé dua qua da vao mao tinh. Mao tinh 13 noi tinh tring truéng thanh va
dugc bao ton sau khi qua trinh tao tinh dién ra tai tinh hoan. O céc trudng hop bit tic
6ng dan tinh, hoat dong sinh tinh van dién ra binh thuong nhung tinh tring khong thé
tho4t ra ngoai qua duong phong tinh. Khi d6 tinh trung s€ tich tu tai mao tinh. Phuong
phap PESA dung kim méanh xuyén qua ving da biu vao mao tinh dé hit dich c6 chira
tinh tring. Dich hat dugc sau d6 dugc chuyén ngay cho labo hd tro sinh san dé kiém
tra nong d6 va muc d6 di dong cua tinh trung.

Phuong phap PESA dugc ap dung phd bién trong cac co sé hd tro sinh san nhd
vu diém thao tac nhanh, it dau, it bién chirng va c6 thé tién hanh ngoai tra. Mau tinh
trung lay dugc tir PESA chii yéu dugc str dung cho phuong phap tiém tryc tiép tinh
tring vao bao twong noin (ICSI) hodc trir dong du trit do lwong va chat lugng tinh
trung thudng han ché.

PESA thuong dugc chi dinh trong cac truong hop:

- V6 tinh do tic ngh&n duong dan tinh

- Bit san 6ng dan tinh hai bén bam sinh

- Téc mao tinh hoic éng dan tinh sau viém nhiém.
- Bénh nhan sau triét san nam mudn cé con tré lai

- Khong xuét tinh duoc nhung chirc ning sinh tinh con binh thuong
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- Thu nhén tinh tring dé trit d6ng trude diéu tri ung thu hodc cac bénh 1y
anh huong sinh san.

1.4.2 Quy trinh thuc hién ky thuat PESA

Dbi véi cac trudng hop bénh nhan bi vo tinh do tic nghén (Obstructive
Azoospermia — OA) thuong co tién lugng diéu trj tot thong qua viéc thu nhén tinh
tring truc tiép tir mao tinh hodc tinh hoan[36] . K¥ thuat thudng duoc ap dung dé iy
tinh trung tr mao tinh la hat tinh tring mao tinh qua da (Percutaneous Epididymal
Sperm Aspiration — PESA)[37]. Pay 1a thu thuat it xAm 14n tranh phau thudt ma, sir
dung kim nho dam xuyén qua da biu dé hat tinh trung, thuong ap dung cho nam gi6i
bi v6 sinh do tic nghén dudng dan tinh[38]. Cac mau tinh tring thu nhan tir mao tinh
c6 thé duogc st dung ngay cho k¥ thuat tiém tinh tring vao bao twong noin (ICSI)
hodc duogc trit lanh nham st dung cho céc chu ky diéu tri sau[39].
' B1

Hinh 1.3 M6 ti quy trinh thu tinh tring tir mau PESA

Nguén: IVF Bwu Dién (chinh sira tir website IVF Bwu Dién).
Khac v&i mau tinh dich xuét tinh ty nhién, tinh trung thu dugc tor mao tinh

thuong c6 so lugng it, xen lan nhiéu t€ bao bi€éu mod, hong cau, manh mo va cd do

nhét cao. Do d6 viée xir Iy mau trudc khi dong lanh tinh tring déng vai trd rat quan
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trong gitp t6i wu kha ning séng, di dong cua tinh trung, han ché ton thuong do qua
trinh déng — rd gy ra. Pé dam bao an toan va tranh nham 1an mau trude khi xu 1y
mau can phai :
- Hai chuyén vién phéi hoc cin kiém tra chéo thong tin bénh nhan
- Xéc nhan ho tén, mi sd, ngdy sinh
- Pdi chiéu chinh x4c trén tit ca dung cu chira mau
Muc tiéu ctia qué trinh xt Iy mau bao gdm:
- Thu nhén t6i da tinh tring séng c6 kha ning sir dung
- Loai bd mau, té bao chét, manh mo va céac tap chat
- Giam stress oxy hoa va tén thuong mang té bao
- Chuén bi méi truong phut hop cho qua trinh quan lanh (Cryoprotectant
— CPA)
- Tbi uu hoa kha ning sdng sau ra dong
Do dic diém mau thuong co thé tich rat nho va mat do tinh trung théip, moi
thao tac dugc thuc hi¢én nhe nhang, han ché ly tdim manh nham nang cao hi¢u qua lam
sang trong viéc thu hoi tinh tring sau ra dong.
1.5 Phuong phap thu tinh tring tir phiu thuit trich tinh hoan (TESE)
Phiu thuat trich tinh hoan (Testicular Sperm Extraction — TESE) 1a k¥ thuat
lay mé tinh hoan nham tim kiém tinh tring phuc vu cho k¥ thuat tiém tinh tring vao
bao tuong noan (ICSI) hodc trir dong tinh trung du phong trong tuong lai. Pay la mot
trong nhirg phuong phap quan trong trong diéu tri vo sinh nam ning, dic biét & cac
bénh nhan v6 tinh khong bé tic (Non-obstructive Azoospermia — NOA) hodc thit bai
v6i cac phuong phap it xam 14n[40].
Khéc vé1 phuong phap choc hut tinh trung tir mao tinh PESA thi phuong phap
TESE tac dong truc tiép 1én nhu mé tinh hoan nén thudng dugc ap dung cho cac
truong hop suy gidm sinh tinh nang hoac khong c6 tinh trung trong mao tinh[41].
Muyc tiéu cua quy trinh la:
- Thu nhan mo tinh hoan chtra cac 6ng sinh tinh

- Tim kiém tinh tring trudng thanh sir dung cho ICSI hoic trit dong
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- Han ché tdi da ton thuong nhu moé tinh hoan va mach mau nuéi tinh
hoan

Sau khi mé tinh hoan dugc lay ra:

- Mb duoc nghién nho bang co hoc

- Céc bng sinh tinh duoc pha v

- Tinh tring duoc giai phong vao mdi trudng nudi cay

- Chuyén vién phoi hoc tim kiém tinh trung dudi kinh hién vi dao nguoc.

Mau TESE c6 dic diém khac biét rd so v6i PESA vi tinh trung dugc thu truc
tiép tir md tinh hoan. Trong phan phuong phap, mau TESE dugc mé ta 1a chua
nhiéu thanh phan nén nhu 6ng sinh tinh d4 xé nhuyén, té bao trong dng sinh tinh,
hdng cau va manh vun té bao. Nhimng thanh phan nay lam cho qua trinh tim kiém,
lya chon va xtr 1y tinh trung trudc trir dong trd nén phire tap hon.

Chinh vi dic diém nay, viéc danh gia két qua TESE can dugc tach riéng khoi
PESA. Néu gop chung hai ngudn mau, sy khac biét vé ban chit miu c6 thé 1am sai
léch cach hiéu vé hiéu qua cia moi truong dong. Trong dir lidu hién ¢, TESE c6 ty
1¢ thu hdi thap hon PESA & ca bon nhém méi truong dong, dong thoi ty 1¢ séng
cling khong ting theo ciing xu huéng véi PESA. Diéu nay cho thiy TESE can dugc
phan tich nhu mot nhém mau c6 dic diém riéng, thay vi chi xem 13 mot phan cua
nhém tinh triung sb luong it ndi chung.

1.6 Tinh hinh nghién ciru trong nwée va trén thé gioi
1.6.1 Nghién ctru trong nudéc

Nghién ctru ctia Nguyén Thanh Tung, Hb S§ Hung, Trinh Thé Son va cong su
(2024) 12 nghién ctru thyc nghiém dau tién & Viét Nam danh gia hiéu qua vitrification
khong str dung chét bao vé dong lanh (CPA-free) trén tinh tring ngudi sé luong thip
trong ong PCR. Nghién ciru tién hanh vitrification cAc mau tinh tring tir 30 nam giéi
bi oligospermia, sau d6 danh gia ti 16 sng, tinh di dong va chat luong sau rd dong &
nhiéu mdc thoi gian luu trir khac nhau. Két qua so bo: Nhom vitrification khong sir
dung CPA cho ti 1¢ séng va di dong dang ké sau rd dong (~50-45% sbng va ~43-37%
di dong ). Pay 1a minh chimg cho kha ning tng dung vitrification CPA-free ddi véi
tinh trung sb lugng it trong diéu kién phong thi nghiém tai Vi¢t Nam[42].
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1.6.2 Nghién ctru trén thé giéi

Nghién cta Yuji Endo va cong su (2012) phat trién phuong phap vitrification
don gian cho sb luong nho tinh tring va so sanh hiéu qua gitra nhiéu phwong phap,
trong d6 bao gom Cryotop. Két qua cho thay cac quy trinh va dung cu dong lanh théng
thudong khong phu hop véi tinh trung tir tinh hoan do s6 lwong it va kha ning van dong
tai chd kém, va nhiéu loai dung cu khac nhau da dugc st dung dé dong lanh mot lugng
nho tinh trang. Nghién ctru ndy di ¢ ging phat trién mot phuong phép thay tinh hoa
cho mdt lugng nhé tinh trung béng cach st dung Cell Sleeper, mot loai dung cu bao
quan lanh té bao kin. Tinh tring trong dung cu dugc lam lanh trong hoi nito 1ong va
sau d6 dugc bao quan trong nito 1ong. Cac thong sd vé kha ning van dong cua tinh
trung duoc cai thién dang ké (P < 0,05) bang phuong phap thuy tinh hoa Sau khi thuy
tinh héa ndm tinh tring mdi dung cy. Ty 1 phuc hoi, kha ning van dong va kha ning
song sot clia tinh tring duge lam dong lanh va ra dong twong tw nhau giita nhém Cell
Sleeper va nhom CryoTop[43]. Nghién cua Y. Chen va cOng su (2014) st dung
Cryotop dé bao quan tinh tring ngudi trong thé tich rat nho, voi hai nhom: khong sir
dung CPA va chi st dung Sucrose (1a CPA khong tham thau). Két qua cho thiy khong
c6 sy khac biét dang ké vé ti 16 thu hoi va ty 1& di dong tinh trung giita hai nhom, va
nhom khong st dung CPA ¢6 ti 1é song sau rd dong cao hon so v6i nhém st dung

sucrose[44].
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PHAN IL. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1 Pdi twong, dia diém va thoi gian nghién ciru
2.1.1 Péi twong

Nghién ciru trén 300 mau tinh trung thu dugc tir phau thuat tinh hoan va mao
tinh. BN ¢6 d6 tudi trung binh 20-50 dd duoc kiém tra xét nghiém tinh dich d6 dé
danh gia chat luong tinh tring
2.1.2 Tiéu chuin loai trir

Nghién ciru chi tap trung vao cac miu tinh tring c¢6 s6 luong rat it 1a cac mau
thu duogc tir phau thuat tinh hoan va mao tinh (PESA, TESE)
2.1.3 Pia diém va thoi gian nghién ciru

Tir thang 10 ndm 2024 dén thang 12 nim 2025 tai phong Lab nudi ciy phéi,
Bénh vién phu san An Thinh. T4t ca cac mau tinh tring st dung nghién ctru déu 1a
cac mau di dugc BN cam két loai bo khong con sir dung. Cac mau sau khi st dung
nghién ctru déu bi loai bo khong st dung cho bat ky muc dich nao khac.
2.2 Vat liéu nghién ciru
2.2.1 Vit tu, thiét bi ding trong nghién ciru

Bang 2.1 Vit tu, thiét bi dung trong nghién ctru

Thong tin Hang/Nudc san xuat
Pipet 10 Eppendort - Buc
Cong cryotop Kitazato — Nhat Ban
Pau tip pipet 10 Eppendorf - Dtic
Hop xdp dung nito Trung Qudc
Kep inox Trung Qudc
Dia 35mm Thermo Fisher Scientific — My
But ghi nhan Viét Nam
Pong ho bam gio Vi¢t Nam
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Kinh hién vi ddo nguoc Zeiss —Dulic
B¢ vi thao tac Narishige — Nhat Ban
Kim bit tinh tring Sunlight — My
Tu thao tac vo tring IVF tech — Thuy Dién
Kinh hién vi soi ndi Zeiss — buc
May ly tdm Centrifuge - Ependorf
Ong Falcol 15ml Corning — Mexico
Binh nito 16ng Viét Nam
2.2.2 Hoa chat
Bang 2.2 Méi truwong dung trong nghién ciru
Thong tin Hang/Nudc san xuét
Moi truong dong lanh tinh trung chira FertiPro — Bi
Glycerol (SpermFreeze)
Moi truong rua tinh trtung MHMC Fujifilm Irvine Scientific -My
(Multipurpose Handling Medium
Complete)
Moi truong dong lanh tinh trung chira Kitazato — Nhat Ban

Sucrose (Oligospemia Cryo Media)

Moi trudong rd dong tinh trung Kitazato — Nhat Ban
Oligospemia Cryo Media
Moi trudng loc rira tinh trung Silselect Fertipro — Bi
Dau phii Ovoil Vitrolife — Thuy Dién
Nito long Viét Nam
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2.3 Phuong phap nghién ciru
2.3.1 Xét nghiém tinh dich do

Bing 2.3 Chi tiéu danh gia theo tiéu chuin ciia WHO 2010

Chi tiéu danh gia tinh dich d6 (WHO, 2010)
Thoi gian ly giai 15 - 60 phut
pH >17,2
Thé tich (ml) >1,5
Tong sd tinh trang (tridu tinh trung) > 39
Mat do (tri¢u tinh trung/ml) > 15
Di dong (%)
PR (tién t6i) > 32 hay
NP (khong tién t6i) PR + NP > 40
IM (bat dong)
Ti 1& séng (%) > 58
Hinh dang tinh trung binh thuong (%) >4
Té bao la (triéu té bao/ml) > 1

Cac chi s6 danh gid bao gom :

Do di dong cua tinh trung: 7
Kha nang van dong dugc danh gia thong qua vi¢c theo doi chuyén dong tu

phat cua tinh tring, roi quy ddi sb tinh tring c6 chuyén dong so véi toan b tinh tring
da xem xét thanh gié tri phan tram. Phan tram tinh tring c¢6 hudng di chuyén tién lén
duoc ghi nhan 1a co6 mbi lién hé véi kha nang thu thai vi vay chi ) nay can duoc xac
dinh véi d6 chinh xac cao. Nang luc van dong cia tinh tring ¢ thé thay doi dudi tac
dong cta nhiéu yéu t6, chang han do tudi va tinh trang thé chit ciia nam giéi. Ngoai
ra, khoang kiéng xuat tinh, phuong phép thu nhan bénh pham va d¢ tré tir thoi diém
xudt tinh dén lc tién hanh phan tich cling c6 thé 1am bién d6i két qua . Vi thé, chi tiéu
van dong nén dugc kiém tra ngay khi tinh dich da héa 16ng hoan toan, tot nhat khong

qua 30 phut.
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Vian dong tinh tring hién duoc chia thanh ba nhém gém: (1) chuyén dong tién
lén (progressive-PR), (2) chuyén dong nhung khong tién 1én rd rét (non progressive-
NP) va (3) bat dong (immotile-IM). Khau chon khu vic quan sat c6 ¥ nghia 16n; can
tranh nhitng trudng nhin tap trung chu yéu cac tinh tring dang chuyén dong. Trong
pham vi da chon, ¢ cung mdt thoi diém, nhom PR duoc ghi nhan trude, tiép theo la
NP va IM. Khong doi tinh tring di chuyén vao ving xét réi moi bat dau ghi nhén.
Thir tw danh gia ciing c6 thé thay doi bang cach xem NP va IM truéc, nham giam
nguy co udc luong PR cao hon thyc té. Can cha y chi tinh nhiing tinh tring c6 cau
trac dau va dudi day du, dong thoi tong s quan sat tdi thiéu phai dat 200 tinh tring.
Néu da di 200 tinh tring truede khi hoan tat viéc ghi nhan tat ca nhom van dong trong
cung truong danh gia, van phai tiép tuc dém cac nhom con lai, ké ca khi tong sé vuot
qua 200. Dé giam sai 1éch, phép khao sat can thuc hién hai 1an; néu chénh 1éch giira
hai lugt nam trong khoang sai s6 chap nhan dugc, két qua sau ciing dugc lay bang gia
trj trung binh cua hai 1an ghi nhan, véi sai s6 duoc ddi chiéu theo bang gii han cho
phép. Ngudng t6i thiéu d6i véi tong tinh tring c6 van dong (PR + NP) 1a 40%, con
riéng nhom PR 1a 32%.

Ti 1é song ciia tinh tring:

Chi sb song cta tinh trung gitr vai tro dic biét trong nhimg mau tinh dich xuat
tinh c6 toan b tinh trung khong van dong. Bén canh d6, két qua vé kha ning séng
con giup ddi chiéu lai voi dit liéu danh gia van dong. Vi¢c phan biét tinh trung con
séng hay di chét dya trén co sé ring té bao sdng thudng duy tri dugc mang bao
nguyén ven. Nho 16p mang nay, chat nhuém khong thé di vao bén trong tinh tring.
Nguoc lai, khi tinh trung da chét, thuéc nhudm s& thAm vao té bao va lam ching bat
mau. C6 thé ap dung nhiéu ky thuat nhuém khéac nhau, chéng han eosin don, trypan
blue hoidc phdi hop eosin-nigrosin. Trong k§ thudt eosin-nigrosin, nigrosin dugc ding
nham 1am rd d twong phan giira tinh tring v6i nén lam kinh; dong thoi, tiéu ban sau
nhudm co thé duge bao quan hodc st dung cho muc dich kiém tra lai . Qua trinh danh
gia cling can dua trén 200 tinh trung va duoc 1dp lai hai lugt dé kiém soat sai léch theo
bang gidi han sai s6 chap nhan dugc. Ngudng thap nhat duoc chap nhan cho chi s6

song 13 58%. Xét nghiém kha ning sdng cua tinh tring dic biét can thiét khi tinh tring
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mat van dong hodc van dong yéu. Tuy vay, cac k¥ thuat nhudm di néu déu gay doc
cho té bao nén khong phu hop dé dung trong diéu tri. Khi can mot phuong an thay
thé, co thé s dung thir nghiém phan Ung trong méi trudng nhuge truong (Hypo
osmotic swelling test - HOST). Tinh tring duoc dua vao dung dich c6 ap suit thim
thiu thip; nhimg tinh tring con sdng s& biéu hién bang hién tugng dudi phong cing
va cudn lai.

Mat do tinh trung:

Khi hién tuong phéng tinh dién ra binh thuong, dudng dan tinh khong bi tic
nghén va khoang thoi gian kiéng xuét tinh da phu hop, tong sb tinh trang thu duoc
trong mdi 1an xut tinh ¢ méi lién quan véi kich thudce tinh hoan. Trudce khi x4c dinh
mét dd, mau can duoc hoa tron déng nhat; sau khi dua miu vao buéng dém, nén dé
yén khoang 1 phut nhdm 6n dinh rdéi méi bt dau quan sat.

2.3.2 Quy trinh thu hdi va xir Iy miu tinh trung thu dwoc tir mao tinh
( MESA, PESA) trudc khi dong lanh
Cdc buéc thu mdu tinh tring tir mdo tinh:
- Budc 1: Sat khuan b0 phan sinh duc, vung ben, dui . Trai sang vo khuén dé ho
ving biu dé lam thu thuat.
- Budc 2: Giam dau gay té tai chd .X4c dinh va ¢ dinh mao tinh (lua chon bén
mao tinh cang, to).
- Budc 4: Chuan bi bom tiém 1ml c6 chira sin 0,5 ml méi trudng nudi dudng

MHMC. Béc si cung diéu dudng cd dinh tinh hoan va mao tinh.

- Budc 5: Bac si tién hanh choc kim vao mao tinh hoan, vira hat vira kéo kim ra.

Dich mao tinh hut ra dugc nho vao dia Petri. Pia Petri va 6ng nghiém s& duoc

chuyén cho chuyén vién phéi tai phong Lab
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Budc 6: Chuyén vién phoi hoc s& doc két qua dudi kinh hién vi dé tim va danh
gia tinh trang. Sau khi x4c dinh c6 tinh tring, béac si s& sat khuan lai vi tri choc

hut va két thic tha thuét.

Hinh 2.1 MAu tinh tring thu nhan tir PESA/MESA (Nguén: IVFMD)

Cdc buée xir Iy mdu tinh tring thu dwoc:

Budc 1: Mau duoc loc rira theo phuong phap ly tim thang ndng dé véi 16p loc
c6 thé tich 0,3 - 0,3 ml.

Budc 2: Pit mau 1én 6ng nghiém da chuén bi 16p loc. DPdi v6éi mau cd sd luong
tinh tring qua it, chi str dung mot 16p loc (16p upper) vai thé tich 0,3 ml.
Budc 2: Ly tim mau & 1500 vong trong 10 phut. Loai bo cac dich ndi. Phan
can ling duoc chuyén vao 6ng nghiém chira 3 ml méi truong chuan bi tinh
trung.

Budc 3: Ly tam dng nghiém & 1500 vong trong 5 phut. Loai bo dich ndi, dé lai
0,2 ml phan dich c6 chtra tinh tring.

Pbi v6i miu tinh trang thu dugc tir mao tinh, khau xir 1y truée dong lanh ¢ vai tro

quan trong vi mau thuong cé thé tich nho, mat do tinh tring thip va co thé 1an nhiéu

thanh phan khong mong mudn nhu té bao bi€éu mo, hong cau, manh mo hoac dich co

d6 nhét cao. Trong quy trinh nghién ciru, mau duoc xir Iy bang ly tim thang néng do

va sau d6 duoc rta lai trong moi truong chuan bi tinh trang trudce khi gitt lai phan

dich c6 chtra tinh tring. Cac budc nay nham tip trung tinh tring, giam tap chét va tao
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di€u kién thuan loi cho viéc tim kiém, Iya chon tinh trung song trudc khi dua vao

cryotop.

Viéc chi sir dung mot 16p loc trong trudng hop méu o sb luong tinh tring qua it cho

thdy quy trinh di dugc diéu chinh theo dic diém thuc té cia miu. Cach tiép can nay

gitip han ché nguy co that thoat tinh tring trong qua trinh xi 1y, diéu dic biét quan

trong ddi véi nhoém bénh nhan ma sd lugng tinh trung thu duogc ban dau d3 rat han

cheé.

2.3.2 Quy trinh thu va xir Iy miu tinh trung thu dwge tir phiu thuit trich
tinh hoan (TESE)

Cdc buéc thu mdu tinh tring:

Budc 1: Sat khuan bo phan sinh duc, vung ben, dui, trai sang vo khuén. Phau
thuat vién ding tay nang tinh hoan va 6 dinh tinh hoan sat thanh biu

Budc 2: Boc 10 tinh hoan bé“mg cach rach gitra biu hoac rach ngang bén tinh
hoan can lay mau tir tir boc tich nhe nhang dén 16p bao tinh hoan

Budc 3: St dung dao md rach tinh hoan mot duong khoang 3-5mm dé boc 1o
cac 6ng sinh tinh

Budc 4: Str dung kep vi phiu va kéo ¢t cac manh mé c6 chtra dng sinh tinh,
chuyén manh mé vao dia c6 méi truong nudi dudng MHMC

Budc 5: Chuyén miu cho phong Lab dé chuyén vién phoi hoc xtr Iy mau va

tim tinh trung

Cdc budc xwr Iy mau mo tinh chira cac ong sinh tinh:

Pic trung ctia mau thu nhan tir tinh hoan 1a c6 chira nhiéu thanh phén nhu cac

ong sinh tinh da xé nhuyén, cac loai té bao trong ong sinh tinh va rat nhiéu hong cau,

do d6 mau can dugc loc rra va xur 1y can than

Budc 1: Cac chuyén vién phéi hoc sir dung kep nhon vi phau dé x¢é va nghién
co hoc cac miu mo dé giai phong tinh tring trong cac dng sinh tinh

Budc 2: Dit dich huyén phu sau khi xé nhuyén mé tinh hoan vao dng nghiém
da chuén bi 16p loc 0,3 ml 16p loc dudi (lower)

Budc 3: Ly tam miu & 1500 vong trong 5 phut. Loai bé cac dich ndi. Phan cin

lang dugc chuyén vao dng nghiém chira 3ml méi truong chuan bi tinh tring

31



- Budc 4: Ly tam 6ng nghiém ¢ 1500 vong trong 5 phit. Loai bo dich ndi, dé lai
0,2 ml ph?m dich c6 chtra tinh trung

- Budc 5: Hat phan dich ¢ chura tinh tring load vao dai méi truong MHMC
trén dia peptri c6 pht ddu. Pua dia 1én kinh hién vi dao nguoc dé tim kiém tinh
trung

- Budc 6: Tinh tring tim dugc s& duoc hiit bang kim ICSI va duu sang giot moi

truong sach dé gom lai dem di trir dong.

Hinh 2.2 Hinh anh cac dng sinh tinh ghi nhan khi thyc hién Micro-TESE

(Ngudn: IVFMD)

Khac v6i mau tir mao tinh, mau TESE 1a mo tinh hoan da duoc lay ra va xu ly

co hoc dé giai phong tinh tring tir cac 6ng sinh tinh. Vi viy, mau thudng chira

nhiéu thanh phan nén nhu té bao md, hong cau va manh vun té bao. Piéu nay

khién qué trinh tim kiém va lua chon tinh tring trudc trit déng trd nén kho

khin hon so v&i mau PESA/MESA. Trong quy trinh nghién ciru, chuyén vién

phéi hoc phai xé nhé mé, loc rira, ly tim va sau d6 dua phan dich chua tinh

tring 1én dia c6 mdi truong MHMC phu dau dé tim tinh tring duéi kinh hién

vi dao nguoc.

Viéc tinh tring tim duoc dugc hat bang kim ICSI va chuyén sang giot moi
truong sach trude khi trir dong 1a budce co6 y nghia quan trong. Bude nay gitp tach
tinh trung ra khéi nén mau phtrc tap, déng thoi tao diéu kién dé tinh trung duogc dua

vao mdi trudong dong trong trang thai dugc kiém soat tét hon. Pbi v6i mau TESE,
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thao tac nay cang can thiét vi chat lugng tinh tring ban dau thuong thip hon va s6
lugng tinh trung st dung cho dong lanh rat han ché.
2.3.4 Quy trinh déng lanh tinh trung s6 lwong it

Budc 1: Chuan bi cong trit dong (cryotop) c¢6 ghi day du thong tin (mé cong,
s6 luong tinh tring dong, ngay dong).

Budc 2: Bat kinh hién vi ddo ngugc va ban am, 1ap kim bét tinh tring vao bd
vi thao téc, can chinh kim vao dang vi tri .

Budc 3: Dit dia d4 c6 tinh tring 1én ban 4m cua kinh hién vi, dua kim bit tinh
tring vao dai méi trudng. Quan sat & vat kinh 40X, di chuyén ban kinh khi tim thay
tinh tring con séng s& dung kim hut lai va dwa sang giot méi trudng sach.

Budc 4: Pit cong cryotop 1én ban kinh hién vi, nho 2 ul méi trudng chit bao
vé dong lanh 1én dau cong cryotop, vi tri dat giot & gén vi tri danh diu mau den trén
dau cong cryotop.

Budc 5: Gom 5 tinh tring di tim dugc tir giot mdi trudng sach bang kim ICSI
va dat vao giot moi truong dong, can luu ¥ thao tac tranh lam giy kim (din dén 1am
mat tinh tring tim duoc).

Budc 6: Ho cong cryotop di c6 tinh tring trén bé mit nito voi khoang cach
4cm/2 phit. Pay ndp binh nito dé tranh lam bay hoi.

Budc 7: Hét 2 phit dwa cong cryotop c6 tinh tring vio trong nito 10ng, day
nép bao vé.

2.3.5 Quy trinh ri dong tinh trung so lwong it

Budc 1: Chuan bi dia petri dé ra dong tinh trung. Pia petri 35mm dugc nho 2
giot mdi trudng HTF moi giot 2 pl, 1 giot moi truong kiém tra di dong cua tinh tring
Pentoxifyline 2 pl, 1 giot HOST 50 ul . Pia duoc G am & 37°C it nhat 30 phut trudc
khi str dung.

Budc 2: Bat kinh hién vi dao nguoc, gén kim bét tinh trung vao bd vi thao tac,
can chinh kim vao dung vi tri.

Budc 3: Lay cong trit tinh tring ra khoi nito 16ng, kiém tra thong tin ghi trén
than (mi sb cong, sb luong tinh trung dong, thoi gian dong). M& nip va dua nhanh

(1-2 gidy) vao giot mdi truong rira HTF thtr 1 dé lay tinh tring ra khoi cong trit, tiép
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tuc dua vao giot moi trudng rira HTF s6 2 dé thu ndt cac tinh tring con sot lai trén
cong trir.

Budc 4: Pua dia 1én ban kinh hién vi soi ndi dé kiém tra s6 luong va chat luong
tinh tring thu hdi duoc. Cac tinh triung di dong s& dugce danh gia 13 tinh tring song.

Budc 5: Dung kim ICSI dua céc tinh tring bat dong sang giot mdi truong
Pentoxifyline dé kiém tra tinh di dong. Néu cac tinh tring c6 di dong s& duoc danh
gi4 1 tinh trung séng.

Budc 6: Céc tinh trung sau khi kiém tra & moi trudng Pentoxifyline van bat
dong s& dugc dua sang giot moi truong HOST dé kiém tra sdng/chét. Nhiing tinh
trung c6 phan Gmg ( cong, cudn tron dudi) duge danh gia 1a tinh trung séng.

2.3.6 Panh gia ty 1é thu hdi va ty 1 sdng ciia tinh trung sau ra dong
Tinh tring thu duoc sau ra dong s& dugc danh gia cac chi tiéu 14 ty 1é song, ty

1é thu hdi

R e
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R
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Hinh 2.3 Tinh trung dwong tinh véi HOST (b,c,d,e,f,g)

Ty 1é thu hdi (%) = s6 tinh tring thu duoc sau rd/ s tinh tring dong
Ty 1& séng (%) = sb tinh tring di dong va duong tinh véi HOST/ sb tinh tring thu

duoc sau ra

Chi tiéu danh gia ty 18 thu hdi va sdng cua tinh tring sau ra dong
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Trong nghién ciru ndy, ty 1& thu hdi va ty 1é séng can duoc hiéu 1a hai chi tiéu
¢6 ¥ nghia khac nhau. Mot nhdm mai truong déng c6 thé cho ty 16 thu hdi cao, nghia
1a sau ra dong tim lai dugc nhiéu tinh tring hon, nhung diéu d6 chwa dong nghia voi
viéc tat ca tinh trung thu hoi duoc déu con séng. Nguoc lai, ty 1€ séng cho biét trong
s tinh tring d3 thu hoi, c6 bao nhiéu tinh trung con di déng hodc c6 phan tng duong
tinh vé1 HOST.

Cach danh gia tinh trung song bang quan sat di dong, kiém tra dap tng véi
Pentoxifyline va thir nghiém HOST 1a phu hop véi ddc diém cua tinh tring s6 luong
it. Pac bi¢t, véi nhitng tinh trung bat dong sau ra dong, viéc tiép tuc kiém tra béng
HOST gitp han ché bo s6t cac tinh tring con séng nhung khong biéu hién van dong
rd rang. Vi vay, khi dién giai két qua, cAn phan tich dong thoi ca hai ty 18 thay vi chi
dua vao mot chi ti€u don 1é.

2.4 Noi dung nghién ciru ’ ’
No6i dung 1: Anh hudéng cia CPA ndi bao va ngoai bao dén chat lugng tinh

trung thu duoc tir choc hiit mao tinh (PESA) va trich xuét tinh hoan (TESE).

Noi dung 2: So sanh 4 loai mdi truong dong lanh, bao gom: moéi trudng chira
Glycerol, moi truong chira Sucrose, phdi hop Glycerol va Sucrose (ty 1& 1:1), va phéi
hop Glycerol va Sucrose (ty 1€ 0,5:1).

Noi dung 3: Panh gia chat luong tinh tring sau rd dong qua 2 chi tiéu chinh 1a
ty 1¢ thu hdi (kha ning bao toan mau) va ty 1é séng (dwa trén d6 di dong hodc phan
ung duong tinh vo1 HOST).

2.5 Phwong phap théng ké
Céc dir licu dugc nhap trén Microsoft Excel (ban 2019), sau d6 phan tich

bang SPSS (version 20.0)
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Thu thdp mau tinh
trung

MAau PESA MAau TESE

Nhom 3 Nhom 3

Nhém 1 Nhom 2

Glycerol : Sucrose
0,51

Glycerol : Sucrose

Glycerol Sucrose 11

R3 dong tinh
trung

Panh gia ty lé Panh gia ty lé

thhu hoi séng

Hinh 2.4 Quy trinh nghién ciru
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PHAN III. KET QUA VA BIEN LUAN
3.1 Két qua nghién ciru

Cac nhom nghién ctru ¢6 diém chung 13 cung st dung cryotop lam dung cu
chura, cing quy trinh déng lanh, cuing diéu kién ra dong va ciing phwong phap tinh
két qua. biéu nay giup han ché su khac biét do dung cy, thao tac ra dong hoac
phuong phap danh gia gay ra.
3.1.1 Két qua nhém 1 (sir dung Glycerol )

Bang 3.1 Anh huwéng ciia Glycreol dén ty 1¢ thu hdi va song ciia hai loai tinh trung

PESA,TESE
S6 luong Sb luong S6 luong )
A TT TT thu hoi TT song Ty I thu Ty 1€ song
Nguon TT trir dong sau rd dong | sau rd dong hoi (%) (%)
(tinh trung) | (tinh trung) | (tinh trung)
PESA 1000 801 153 80.1 19.1
TESE 1000 805 81 80.5 10.1
Sw khac biét vé ty 18 thu hdi, P > 0,05
Sw khac biét vé ty 1é song, P < 0,001
Ty 1& thu hoi va séng cua tinh tring PESA
70 80.1
80
70
60
50
40
30
-0 19

: -
0
S6 lvgng tinh trang thu duoc sau
ra dong

S6 lwgng tinh trang séng sau ra déng

Hinh 3.1 Ty 1¢ thu hdi va song ciia tinh tring PESA
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Ty 1 thu hoi va séng cua tinh tring TESE

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

80.5

10.1

S6 lugng tinh trung thu duoc sau S6 lugng tinh trung séng sau ra dong
ra dong

Hinh 3.2 Ty 1¢ thu hoi va sdng ciia tinh tring TESE

O nhém 1 str dung moi truong dong chira Glycerol ty 1¢ thu hoi tinh tring
PESA dat 80,1%, ty 1¢ thu hdi tinh trung TESE dat 80,5%. Nhu vay chua ghi nhan su
khac biét co y nghia vé ty 1¢ thu hoi giita cac nhém mai truong déng lanh trong pham
vi nghién ctru.

Ty 18 séng cia PESA dat 19,1% con TESE dat khoang 10,1%. Tir d6 cho thy
dbi v6i mau tinh tring TESE, PESA thi Glycerol don thuan cho thdy hiéu qua thp
trong bao ton kha ning séng cia tinh tring sau ra dong.

Nhom Glycerol 13 nhoém c6 két qua thap nhét vé ty 1é séng ¢ ca hai mau tinh
tring PESA va TESE. Tuy nhién ciing khong két luan Glycerol “khong cé tac dung”
trong bao quan lanh tinh trung vi di v&i nhitng mau tinh tring thu dugc tir xut tinh
binh thudng ( mau c6 mat do 1on, tinh trung trudng thanh va di dong tot) Glycerol
van duoc lya chon st dung.

Glycerol c6 kha nang thdm vao trong té bao va hd tro han ché tao tinh thé da
ndi bao, nhung qua trinh thim vao va thoat ra khoi té bao ciing c6 thé 1am tinh tring
chiu thay d6i ap suat tham thau. Di véi tinh tring PESA va TESE ( da s 14 tinh tring
c6 mang té bao chua trudng thanh hoan toan) thi sy thay d6i thAm thau nay c6 thé anh

hudng dén kha nang duy tri tinh toan ven, lam ton thuong mang té bao sau ra dong.
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3.1.2 Két qua nhém 2 (sir dung Sucrose)

Bang 3.2 Anh huéng ciia Sucrose dén ty 18 thu hdi va séng ciia hai loai tinh tring

PESA,TESE
S6 luong £
: SO lugng TT £ £
Ngusn | LT thuhai | S0lwome TTsong | po s 1nai | Ty 16 séng
trir dong - in sau rd dong (tinh o o
TT . sau rd dong . (%) (%)
(tinh i tring) tring)
trung)
PESA 1000 808 198 80.8 24.5
TESE 1000 810 324 81 40.0
Sw khac biét vé ty 1¢ thu hdi, P > 0,05
Sw khac biét vé ty 18 sbng, P < 0,001
Ty 1é thu hoi va séng cua tinh tring PESA
100
90
80
70
60
50
40
30 24.5
20
10
0

S6 lugng tinh trung thu dugc  S6 lugng tinh trung séng sau ra dong
sau ra dong

Hinh 3.3 T¥ 1¢ thu hoi va séng caa tinh tring PESA

Ty 1& thu hoi va séng cua tinh truing TESE

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

S6 lugng tinh trung thu dugc S6 lugng tinh trung séng sau ra déng
sau ra dong

Hinh 3.4 Ty 1é thu hdi va song cia tinh tring TESE
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O nhém sir dung Sucrose don thuan ty 1¢ thu hoi tinh tring PESA dat 80,8%,
con TESE dat 81%. Nhu vay chua ghi nhan sy khac biét c¢6 ¥ nghia vé ty 18 thu hoi
giita cac nhém méi trudng déng lanh trong pham vi nghién ciru. Két qua nay tuong
d6ng voi nghién ctru ctia Y. Chen (2014) hay Yuji Endo (2012).

Su khac biét rd hon duoc ghi nhan & ty 16 séng. O mau PESA ty 1¢ song ting
1én 25,4%, & mau TESE ty 1¢ song ting 1én 40%. Nhu vy, so véi Glycerol thi Sucrose
cho két qua tot hon dic biét 1a vé ty 18 sng cua tinh trung thu dugc & mAu tinh tring
thu thuat.

Két qua nay cho thay véi tinh tring TESE phan 16n 14 tinh tring c6 mang té
bao chuwa trudng thanh thi yéu t6 kiém soat méi trudng ngoai bio va qua trinh mat
nuéc té bao co thé dong vai trd quan trong trong bao ton kha ning séng sau rd dong.
Vay nén viéc str dung Sucrose da ghi nhan ty 1& sdng & tinh tring TESE cao nhat. Két
qua nay tuong dong voi nghién ctru cia Yuji Endo (2012) khi cho ty 16 tinh tring
sdng ctia nhom st dung Sucrose 14 65,3% so v6i nhém Glycerol 13 37,3%.

3.1.3 Két qua nhém 3 (sit dung Glycerol va Sucrose véi ty 16 1:1)

Bang 3.3 Anh huéng ciia méi trwong dong chira Glycerol va Sucrose véi ty 18 1:1
dén ty 1€ thu hoéi va song cia hai loai tinh trung PESA, TESE

A 80 luong 80 luqng.TT Sé luong TT séng N A- ~ A
Ngudn TT thu hoi A . Ty 1€ thu h6i | Ty I€ song
TT trlt dong sau ra dong sautd C?ong (tinh (%) (%)
(tinh trung) | (tinh tring) tring)
PESA 1000 832 347 83.2 41.7
TESE 1000 823 118 82.3 14.3
Sw khac biét vé ty 1& thu hdi, P > 0,05
Sw khac biét vé ty 18 song, P < 0,001
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Ty 1& thu hoi va séng cua tinh tring PESA

90 83.2

41.7

S6 lwong tinh trang thu dugc S6 lwong tinh trang séng sau ra dong
sau ra dong

Hinh 3.5 Ty 1¢ thu hdi va song ciia tinh tring PESA

Ty 1é thu hoi va séng cua tinh tring TESE

100
90 82.3
80
70
60
50
40
30
20
10

14.3
]

S6 lugng tinh trung thu duoc S6 lugng tinh tring séng sau ra déng
sau ra déng

Hinh 3.6 Ty 1¢ thu hdi va sdng ciia tinh trang TESE

O nhém phéi hop Glycerol va Sucrose ty 18 1:1, ty 18 thu héi tinh tring PESA
dat 83,2%, con TESE dat 82,3%. Nhu vay chua ghi nhan su khac biét co y nghia vé ty 1é
thu hi giita cac nhoém moi trudng dong lanh trong pham vi nghién ctru.

Tuy nhién ty 1& sdng cua nhém 3 can duoc phén tich riéng theo ngudn mau.
V&i mau PESA, ty 1¢ séng dat khoang 41,7%, cao hon 13 rét so véi nhom Glycerol
va nhoém Sucrose don thuan. Diéu nay cho thay véi tinh tring tir mao tinh thi viéc sir
dung phéi hop Glycerol va Sucrose ty 18 1:1 di cai thién ty 1é tinh tring sdng sau ra

dong.
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Vi mau TESE thi ty 18 séng cua nhém 3 chi dat khoang 14,3%, thép hon
nhom Sucrose don thun. Vi viy xét ty 16 song nhom 3 lai khong phai lira chon tdt
nhét cho tinh tring TESE.

3.1.4 Két qua nhém 4 (sit dung Glycerol va Sucrose voi ty 18 0.5:1)

Bang 3.4 Anl} huéng cia méi treong dong chira Glycerol va Sucrose vai ty 1€ 0,5:1
dén ty 1€ thu hoéi va song cia hai loai tinh trung PESA,TESE

S6 luong £
X SO lugng TT £ £
Nguon NT]: thu hoi S0 lu?n% T Song Tyléthuhdi | Ty Ié song
trir dong < i sau rd dong (tinh 0 .
TT ) sau ra dong . (%) (%)
(tinh 1 tinh tring) trung)
trung) &
PESA 1000 828 581 82.8 70.2
TESE 1000 822 155 82.2 18.9
Sw khac biét vé ty 1& thu hdi, P > 0,05
Sw khac bi¢t vé ty 1¢ song, P <0,001
Ty 1& thu hoi va séng cua tinh tring PESA
100
90 82.8
80
70
60
50
40
30
20
10
0

S6 lugng tinh trang thu dugc S6 lugng tinh trung séng sau ra déng
sau ra dong

Hinh 3.7 Ty 1¢ thu hdi va song ciia tinh tring PESA
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Ty 1é thu h6i va séng cua tinh trung TESE

100
90 82.2
80
70
60
50
40
30
20
10

18.9

S6 lwong tinh trang thu dugc sau  S6 lugng tinh tring séng sau ra déng
ra déng

Hinh 3.8 Ty 1¢ thu hoi va sdng ciia tinh trung TESE

O nhém phéi hop Glycerol va Sucrose ty 1€ 0,5:1, ty 1€ thu hdi cuia PESA dat
82,6% va TESE dat 82,2% thi két qua tuong duong véi nhom phdi hop ty 18 1:1. Nhu
vay vé, viéc thay doi ty 18 phdi hop Glycrerol va Sucrose tir ty 16 1:1 sang 0,5:1 chua
ghi nhan sy khac biét c6 y nghia vé ty 1¢ thu hoi giita cac nhém moéi trudng déng lanh
trong pham vi nghién ctru.

Piém khac biét 16n nhat ciia nhom 4 nam 6 ty 18 séng cia tinh tring PESA.
Ty 1é séng PESA & nhém nay dat 70,2%.

Két qua nay cho thiy véi tinh trung thu tir mao tinh, cong thirc phdi hop
Glycerol va Sucrose ty 1 0,5:1 ¢6 thé tao diéu kién thuén loi hon cho viéc duy tri tinh
tring sdng sau rd déng so voi cac nhom con lai. Nhu vay viée két hop Glycerol +
Sucrose ty 18 0,5:1 cho két qua t6t voi mau PESA. Su khéc biét ndy mot 1an nita cho
thiy ngudn gdc tinh tring 13 yéu td c6 anh huong 16n dén dap tmg sau dong ra.

3.2 Phan tich yéu t6 lién quan dén ty 1¢ thu hdi va song ciia tinh trung
sau ra dong.

Trudce khi phan tich cac yéu td lién quan can nhan manh rang két qua
nghién ctru nén duoc doc theo hai 16p. Lop thtr nhat 14 so sanh gilta cac moi
truong dong trong cing mot ngudn miu. Cach doc ndy giup xac dinh moi

truong nao ¢ két qua thuan loi hon ddi voi PESA hoic TESE. Lép thtr hai 1a
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so sanh gitta PESA va TESE trong cung mdt méi truong dong. Cach doc nay
gitip danh gia anh hudng ctia ngudn gdc tinh tring dén két qua sau ra dong.

3.2.1 Anh hwéng ciia chat lwgng tinh trung thu dwoc tir choc hut
mao tinh PESA

Dic diém cua tinh tring thu nhan qua thu thut hat dich tir mao tinh
(PESA) phu thudc nhiéu vao nguyén nhan vo sinh nam, tinh trang mao tinh va
thoi diém thu mau. Tuy nhién phan 16n tinh tring tir PESA d trai qua giai doan
hoan thién, c6 kha ning di dong t6t, mang té bao 6n dinh, hinh thai hoan thién
hon khi ddi chiéu véi mau tinh trung iy bang k¥ thuat TESE. Do d6 nhom
PESA c6 ty 1¢ tinh tring séng cao hon nhom TESE, tuy nhién ty 1& thu hoi
khong c6 su khac bi¢t 16n (80,1%, 80,9%, 83,2% va 82,8%)

Bang 3.5 Ty 1¢ thu hoi va song ciia tinh triung sau ra dong & miu PESA

Ty 16 thu hoi cua tinh trung sau rd dong ¢ mau PESA

Ty 1é thu hoi (%)

Nhém 1

Nhoém 2

Nhoém 3

Nhoém 4

80,1

80,9

83,2

82,8

Ty 1é sng cua tinh tring sau ri dong & mau PESA

Nhém 1 | Nhém 2 | Nhém 3 Nhom 4

Ty 1& sdng (%) 19,1 24,5 41,7 70,2

Pbi véi mau PESA ty 1é tinh tring song sau rd cao nhat & nhom 4 ( véi ty 18
CPA Glycerol : Sucrose 1a 0,5:1) 1a 70,2%.

3.2.2 Anh hwéng ciia chit lwong tinh tring thu dwoc tir trich xuat
tinh hoan TESE

Vi mang té bao van chua phat trién ddy du nén tinh tring TESE dé bi ton
thuong cu tric va chirc ning sau qua trinh déng rd, lam giam sé luong tinh

trung song thu dugc sau ra dong.
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Trong toan bo bon nhom nghién ctru, ty 16 thu hoi cua TESE déu thap
hon PESA. Tuy nhién ty 1¢ thu hdi ctia miu TESE ciing khong c6 su khac biét
16n (80,5%, 81%, 82,3% va 82,2%).

Bang 3.6 Ty 1¢ thu hoi va sdng ciia tinh triung sau ra déng & miu PESA

Ty 1é thu hdi cua tinh trung sau rd dong & miu TESE

Nhém 1 | Nhém 2 | Nhom 3 Nhoém 4

Ty 1 séng cua tinh tring sau rd dong & mau TESE

Nhém 1

Nhoém 2

Nhom 3

Nhém 4

Ty 1& song (%)

10,1

40

14,3

18,9

Péi véi ty 1é song TESE ¢ nhém Sucrose don thuan dat ty 18 séng 40%, cao
hon cac nhém con lai. Vi vay ddi véi tinh trung TESE viéc sir dung Sucrose
dem lai ty séng hiéu qua hon cac nhém khéc.
3.2.3 Anh huéng ciia chat bao vé dong lanh chira CPA ngoai bao (Sucrose)
va CPA ngi bao (Glycerol)

Bang 3.7 TV I¢ song cia tinh tring sau ra dong khi sir dung Glycerol

Ty 1 séng cua tinh tring sau rd dong khi sir dung Glycerol
PESA 19,1

TESE 10,1
CPA nbi bao (Glycerol) c6 thé tham thdu qua mang té bao dé xam nhap vao

tinh tring, qua d6 bao vé cdu tric té bao trudc nhitng hu hai phat sinh trong giai doan
bao quan lanh va rd dong gay ra. Glycerol c6 thé dam nhén vai tro thay thé mot phan
luong nuéce ty do & trong té bao. Khi thim nhap vao bao twong, nhitng phan tir
Glycerol tao lién két v6i nuéc thong qua cau ndi hydro, gop phan giam luong nuéde
c6 kha nang két tinh. D("ing thoi lam ha diém dong dac cua mdi trudong ndi bao, nho
vay kim ham qua4 trinh hinh thanh cic tinh thé bang kich thudc 16n.

Su thay d6i 4p suét tham thau 1a mot nguyén nhan chu yéu dan dén hu hai té
bao trong giai doan dong lanh va ra dong tinh trung. Khi nhi¢t d§ gidm, nudc ngoai
bao bat dau dong két som hon, khién ham luong cdc chat tan ting 1én & moi trudng

ngoai té bao. Piéu nay lam phat sinh sy khéac biét vé ap suat tham thau gitra moi
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truong ngoai bao va ndi bao, lam cho nudc thoat khoi té bao. CPA ndi bao gitp dicu
hoa qua trinh dich chuyén nudc bang cach gia ting 4p suit tham thau nodi bao. Khi
CPA khuéch tan dén bén trong tinh trung, mirc khac biét vé néng do gifra ndi bao va
khu virc ngoai bao giam xudng, tir d6 gitip giam thiéu hién twong mat nudc hoic hut
nudc qua muec.

CPA noi bao c6 nguy co tao doc tinh, stress tham thau va tang stress oxy hoa
gay suy giam chit luong tinh triung sau khi rd dong néu tiép xuc & ndng do 16n.

Bang 3.8 Ty 1¢ song ciia tinh tring sau ra dong khi sir dung Sucrose

Ty 1¢ song cua tinh trung sau ra dong khi sir dung Sucrose
PESA 24,5

TESE 40
CPA ngoai bao (Sucrose) chil yéu tac dong 1én méi trudng ngoai bao bang

cach diéu hoa ap suat tham thau, giam hinh thanh tinh thé d4 va 6n dinh mang té bao.
Khi ha nhiét dé bao quan lanh, phan nudc bén ngoai té bao s& két bang sém hon vi
nhiét d6 tiép tuc giam xudng. Sucrose cé vai trd quan trong trong viéc kiém soat qua
trinh két tinh ndy bang cach nang ham luong chét tan & khoang ngoai té bao, nhd vay
ha nhiét do dong bang cua dung dich va kim ham sy 16n Ién cta cac tinh thé bang kich
thude lon.

Ngoai ra CPA ngoai bao c6 chirc ning kiém soat cAn bang tham thau khi dién
ra qua trinh 1am lanh. Khi phan nuéc bén ngoai té bao chuyén sang trang thai bang,
d6 vu treong ctia moi trudng gia ting, khién nudc tir trong té bao di chuyén ra ngoai
theo co ché tham thdu. CPA ngoai bao hd trg qua trinh nay théng qua viéc hinh thanh
moi truong vu treong & mirc phu hop, tir 6 thic day sy thoat nude ndi bao dién ra tir
tir va 6n dinh hon. Néu qua trinh mat nude xay ra qua nhanh, tinh trang c6 thé bi co
rat manh dan dén bién dang mang va tdn thuong cAu truc té bao. Nguoc lai, néu mét
nuée khong diy du, lwong nude con lai trong té bao cé thé tao thanh tinh thé d4 noi
bao trong giai doan ha nhiét siu. Do d6 CPA ngoai bao gilip cin bang qua trinh khir
nudce va han ché hién tuong co rat qua muc cua té bao.

Nhuge diém cua CPA ngoai bao 1a khong c¢6 kha nang tham nhap hodc chi

tham nhap rat han ché qua mang té bao tinh tring. Vi vay CPA ngoa bao chi yéu hoat
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dong & moi trudng ngoai bao ma khong bao vé truc tiép cac co quan nhu ty thé, DNA
cua tinh trung.

Tir két qua cho thdy moéi trudng phdi hop Glycerol va Sucrose ¢o vu thé rd
hon d6i véi mau PESA, dic biét vé ty 1& sdng sau rd dong. Péi véi mau TESE,
Sucrose don thuan can dugc xem 1 nhom cé két qua dang cha y vé ty 1é song.
3.2.5. Phan tich vé vai tro cia ty 1é phdi hop Glycerol va Sucrose

Hai nhém phdi hop trong nghién ctru st dung Glycerol va Sucrose v&i
hai ty 1 khac nhau: 1:1 va 0,5:1. Ca hai nhom déu cho ty 1& thu hoi trong duong
nhau & PESA va TESE. Piéu nay cho thiy thay d6i ty 1& phdi hop chua tao ra
khac biét vé kha ning tim lai tinh tring sau rd déng. Tuy nhién, ty 1& song lai
co su khac biét ro, dac biét & PESA.

Bang 3.9 Ty 1¢ song ciia tinh tring sau ri dong khi sir dung Glycerol : Sucrose ty 1&

1:1 va 0,5:1
Ty 1é séng cua tinh tring sau rd dong khi sir dung Glycerol : Sucrose
tyl¢ 1:1
PESA 41,7
TESE 14,3
Ty 18 séng ciia tinh tring sau rd dong khi sir dung Glycerol : Sucrose
ty 1¢ 0,5:1
PESA 70,2
TESE 18,9

O mau PESA, ty 1¢ song tang tir 41,7% & nhom phdi hop 1:1 1én 70,2% & nhém phdi
hop 0,5:1. Nhu vay viée giam ty 1& Glycerol trong cong thirc phdi hop c6 lién quan
dén ty 1€ séng & mau PESA. C6 thé dién giai than trong rﬁng ty 1€ 0,5:1 ¢co thé tao ra
su can bang t6t hon gitra bao vé ndi bao va giam ganh ning thim thdu do CPA noi

bao.

O méu TESE, nhom phdi hop 0,5:1 ciing ¢6 ty 1¢ séng cao hon nhém phéi hop
1:1, nhung mirc chénh 1éch khong 16m (14,3 % so véi 18,9%) va déu thap hon nhom
Sucrose don thuan (40%).
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PHAN IV. KET LUAN VA KIEN NGHI
4.1. Két luan

Nghién ctru danh gia 4 loai moi trudng dong lanh trén mau tinh triung sé luong
it (PESA va TESE) bao quan bang cryotop rit ra cac két luan trong tim sau:

Ty 1& thu hdi: Loai méi truong dong lanh khong anh huong dang ké dén kha
nang thu hoi tinh tring; ca 4 nhom thir nghiém déu dat ty 1& thu hodi tot (>80%).

Ty 1¢ séng theo dic thi ngudn mau:

- Méu PESA: Su phdi hop giita chat bao vé dong lanh ndi bao va ngoai bao

(Glycerol : Sucrose ty 1¢ 0,5 : 1) cho hi¢u qua tdi uu, dat ty 1€ séng cao nhat (70,2%).

- Mau TESE: Sir dung don thuan CPA ngoai bao (Sucrose) mang lai hiéu qua
bao ton ty 1& séng sau ra dong cao hon so véi cac cong thirc phdi hop (40%)

Mot ¥ nghia khac ctia nghién ctru 1a nhan manh vai trd ciia chudn hoa thao tac.
Vi mdi cong cryotop chi chira s6 lugng tinh tring rét it, sai léch nhé trong thao tac
bat tinh trung, dat tinh trang vao giot moi truong, ho trén bé mat nito hoic rd dong
déu c6 thé anh huong dén két qua. Do d6, ngoai lwa chon mdi trudng dong, cac labo
can xdy dung quy trinh thao tac théng nhat, dao tao chuyén vién phdi hoc va kiém
soat chit luvong thuong xuyén khi ap dung ki thuat nay.

4.2. Kién nghi

- Nghién ctru mtc do ton thwong DNA, chitc ning ty thé cua tinh tring sau
qua trinh dong ra

- Nghién ctru r6 hon vé su khéc biét vé dic diém bénh nhan va chat luong mau
ban dau

- M6 rong nghién ciru siu hon nham theo ddi két qua thyc té sir dung miu déng

lanh dé c6 két luan vé y nghia 1am sang thuc té
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