Hpi nghi khoa hoc lin thir I — Khoa KHUD Tiéu ban: Céng nghé sinh hoc

BUOC PAU THU TINH ONG NGHIEM TAO PHOI CHO

Tran Thi Dan', Nguyén Vin Ut', Trwong Thi Hoang Di¢u', Nguyén Vin Thuin®
" Pai hoc Néng Lam, TPHCM, 35128619
* Konkuk University, Korea

TOM TAT

Giong ché néi cé ddc tinh tot trong viéc giit nha va chéan dan gia sic, do dé chiing
can dwoc bdo ton va nhdn giéng. Mot khao sat dwoc thuc hién trén 763 nodn bao (trung)
thu thdp twoi tir 27 ché thudc giong ndi ¢ cdc giai doan sinh san khac nhau, qua dé ghi
nhén ty 1é trimg thanh thuc trong méi truong nuéi NCSU37 dwoc bé sung 3 mikc -
mercaptoethanol (chdt chong oxy hod), va danh gia ty I¢ thanh cong cua thu tinh ong
nghiém khi tring dwoc nuéi cay trong 2 moi truwong khac nhau (Fert-TALP va TYH). Tinh
triung dwoc thu thdp tir phé dich hoan va hoat hod bang phwong phdp boi lén trong
Sperm-TALP-1. Sy xudt hién ciia tién nhéan (nhuom) dwoc xem la chi dan cua thu tinh
thanh cong.

Ty ¢ trieng thanh thuc khi méi truong NCSU37 dugc bo sung f-mercaptoethanol
voi lwong 50uM dat cao nhat (4,9%) so véi liéu 1 00uM hoac doi chitng (khéng bo sung).
Sau khi thu tinh trong éng nghiém, ty 1é trimg c6 tién nhan la 0,4% trong méi truong
Fert-TALP trong khi ty [¢ nay la zero voi moi truong TYH. Nhin chung, ty Ié thanh cong
khd thap so véi két qua céng bo boi Yamada va ctv (1992), va Kim Kyu Min va ctv
(2004).

1. MO PAU

Phéi 1a vt liéu quan trong dé tao nguén dong vat déng loat, phuc vu cho cac thir nghiém
trong y hoc, nang cao nang suat vat nudi hodc gop phén bao ton nhitng loai dong vat quy
h1em Phoéi con 1a nguon nguyén li¢u khai thac te bao gdc rat hiéu qua phuc vu trong viéc
cay ghép noi tang cho con ngudi. Do do, phoi can dugc tao trong 6ng nghiém dé c6 luong
16n can thiét v6i chat liéu di truyén kiém soat dugc.

Trén thé gi6i da co nhitng thanh tyu vé thu tinh dng nghiém (in vitro fertilization - IVF)
trén nhiéu loai dong vat (heo, bo, tho, dé, ctru, cho...). Tuy nhién, cho la loai dong vat co
dac diém sinh 1y rat khac bit, do d6 ty 1¢ trimg thanh thyc va ty 1€ hinh thanh ph6i trong
ong nghiém con rat thap, day 1a van dé& con rat duoc quan tdm va nghién ctru. O Viét
Nam, cong ngh¢ sinh hoc sinh san méi dugc quan tam trong thoi gian gan day, va chua co
nghién ctru nao thuc hién trén ché. Myc tiéu ctia dé tai 1a tim quy trinh thy tinh trong ong
nghiém phu hop trén ché gidng noi.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Dé tai dwoc tién hanh tir 1/3/2007 dén 15/8/2007 tai phong Nudi ciy té bao va phong thi
nghiém Sinh Ly Sinh Héa - khoa Chan Nu6i Thu Y, PH Nong Lam TPHCM. Noéi dung
nghién ciru gdm cai thién quy trinh nudi thanh thuc trimg & cac lidu p-mercaptoethanol,
va so sanh hi€u qua khi tién hanh thy tinh & hai méi truong TYH va Fert-TALP.

Budng trimg va tinh tring tir phan dudi pho tinh hoan duoc liy & 10 md.
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Hinh 1. Budng trimg ché ding thu thap tring Pho dich hoan ché dé thu tinh tring

Budng trimg dugc bao quan trong dung dich dém PBS, sau d6 dua vao dung dich
HEPES-buffered-Tyrodes (HEPES-TL-PVA) dé cit va thu nhén trimg (phirc hop trimg -
té bao cumulus). M6i truong NCSU 37 duge dung dé nudi trimg thanh thuc, trong d6 bd
sung thém kich thich t6 FSH, estradiol, hCG, FBS va B-mercaptoethanol.

Thi nghiém 1 duogc tlén hanh trong giai doan nudi trimg thanh thyc (trimg dat dén
ky gilra metaphase II). Yéu tb thi nghiém la liéu B-mercaptoethanol bod sung vao moi
truong, gom 3 muec: 0, 50 va 100 pM. Mdi mirc B-mercaptoethanol cé 10 mau véi tong sb
trimg khao sat trong khoang 249-259/mirc. Tring dwoc nudi cing véi té bao cumulus (10
phitc hop trimg-cumulus trong mdi giot 100ul méi truong) trong 72 gid & diéu kién
5%CO, , 37°C. Chi tiéu danh gia 1a ty 18 trimg thanh thuc sau 72 gio nudi (nhudém bing
orcein).

Trang thanh thuc & metaphase II dugc thu tinh in vitro boi tinh trung thu nhén tu
phan duéi phé tinh hoan. Trudc khi thy tinh, tinh tring dugc hoat hoa bang phuong phap
boi 1én trong moi trudng Sperm-TALP (i 6 5 % CO,, 37°C trong 60 phut).

Thi nghiém 2 duoc thyc hién voi hai loai méi truong dung trong thu tinh, g6m
moi truong Fert-TALP va TYH. Quy trinh thyc hién dugc diéu chinh dua theo tai liéu cta
Yamada va ctv (1992), Kim va ctv (2004). Thu tinh trong vi giot (44ul/giot voi moi
truong Fert-TALP, 100ul/giot véi moi truong TYH). Luong tinh trung hoat hod 1a
2ul/giot (ndng d6 2,5x10 té bao/ml) & giot mdi trudng Fert-TALP, va 10ul/giot (ndng do
107 té bao/ml) & giot mdi trudng TYH.
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Tring trudng Tinh trung
thanh
A 4 A 4
Rira trimg 2-3 lan trong Hoat hoéa tinh trung
moi truong thy tinh (phuong phap Swim-
up)

A 4

Tao vi giot: 10 COCs/giot, u Pénh gi4
cac
IVF: bom tinh trung chi tiéu
vao vi giot <
\ 4
Cho dia thu tinh vao u 4m:

5% CO,, 37°C

Sau 24gio

Nhuém trimg dé danh gia sy hinh
thanh tién nhan

So @6 1. Quy trinh thu tinh

Ghi chii: COC = phirc hop trimg - té bao cumulus

Céc chi tiéu danh gi4 tinh trang tinh tring truéc khi thy tinh gdm hoat lyc tinh
trung, ty 16 tinh tring sdng/chét, va nong do tinh tring.

Thy tinh xay ra trong tu 4m 5 % CO,, 37°C trong 24 gio. Su xuét hién cua tién
nhan (nhudm bang orcein) duge xem 14 chi dan cta thy tinh thanh cong.
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Xt 1y thong ké bang tric nghiém ANOVA sau khi chuyén dang arcsin & phan
mém Stagraphic 7.0. Két qua duoc trinh bay dudi dang X + SE.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Nong dd p-mercaptoethanol trong thi nghi¢m nudi thanh thuc trimg
B-mercaptoethanol ¢ vai tro cai thién ty 18 trimg thanh thuc va phat trién phoi &

mot s loai dong vét vi chit nay c6 vai tro gian tiép trong viéc tong hop glutathione

(GSH) - mot hop chit quan trong bao vé té bao khoi cac tac nhan oxy hoa.

Béang 1. Ty 1€ trirng thanh thuc ¢ cac nf‘mg do p-mercaptoethanol

Nong do : , Ty 1¢ trimg
?-urrligcaptoethanol S6 16 SO trirng nuod1 thanh :[huc %) P
0 10 249 1,3+0,54"

50 10 259 4,88+137 0,02
100 10 255 1,65+0,6"

B-mercaptoethanol dong vai tro nhu mot chat dong xuc tac, gilp tang cuong téng
hop glutathione (GSH) ndi bao, ma GSH c6 vai tro phan huy céac chat oxy hoa trong moi
truong, tang cuong van chuyén axit amin va ddy manh qua trinh téng hop DNA, protein
trong té bao,. -.(Kim va ctv, 2004). Do do, trimg s€ phat trién tt va dat ty 1¢ thanh thuc cao
khi b6 sung chat nay. Tuy nhién, ndng d6 GSH qua cao s& lam mat can bang thanh phan
clia cac chat trong moi trudng ndi bao, gay anh huong xau dén sy phét trién cta trimg. Do
vay, khi bo sung p-mercaptoethanol véi nong do 100uM da cho ty 16 tring thanh thuc thap
hon so véi S0uM.

Két qua ciia chung toi thdp hon ciia Kim va ctv (2004), c6 thé do anh huéng cua
rat nhiéu yéu té trong qua trinh nudi trimg. Trimg dugc léy tir chd cai & nhidu giai doan
sinh san khac nhau nén chat luong trimg khong dong nhat va ¢6 thé do nhidm khuan
trong qua trinh nu6i cay lam anh hudng xau den su phat trién cua trung. Nh1em khuén 1a
van dé rat kho giai quyét. Mat khac, ngudn mau duogc 1y truc tiép tir 16 mé nén nguy co
nhim 14 rat cao.

3. So sanh hi¢u qua thu tinh trong méi truomng Fert- TALP va TYH

$ o
_
" »

Hinh 2. Tién nhan sau 24 gio
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Ty 1¢ hinh thanh tién nhan trong khao sat ciia chung t6i rat thip so voi két qua cua
Yamada va ctv (1992) va Kim va ctv (2004). Trong méi truong TYH khong co két qua tao
thanh tién nhan, trong khi dung moéi truong Fert-TALP thi chi c6 mot tién nhan duoc hinh
thanh trong tong sb trimg khao sat. Mot s6 nguyén nhéan ¢ thé lam cho ty 18 thy tinh thap:

=Ty 1é tring thanh thyc thap.

=Lop lipid trong ndi chét cua trimg cho kha nhiéu, do d6 rat kho quan sat dugc thé
cuc sau 72 gio nudi nén hau hét trimg sau khi nudi dugc danh gia theo kinh nghiém.
=Tinh tring trong thi nghiém l4y tryc tiép tir phan dudi phé dich hoan ciia nhing
ché duc tir 16 md nén chat luong tinh tring khong on dinh (ndng d6 va hoat luc), co
thé 1a do ché duc bi nhdt mot vai ngay trude khi md nén dé b stress, ngoai ra trong
thoi gian d6 chd con bi bo déi... dd anh hudng rat 16n dén kha ning sinh tinh va
chét lwong cua tinh trung. Do do, néng d6 va hoat luc tinh trung sau khi hoat hoa
thuong khong cao va c6 khi thap hon nong d6 can cho thu tinh rat nhiéu.

=Trong mdi trudng thy tinh cta chung t6i thiéu thanh phan PHE stock so v&i moi
truong thy tinh ciia Kim va ctv (2004), vi trong PHE stock c6 hypotaurine 1a yéu t6
bao vé ap sut tham thau trong moi truong.

*D¢é bi tap nhiém trong thao tac.

Dic tinh sinh 1y sinh san ciia cho rat khac véi nhitng loai khac. Do do, ty 16 trimg
thanh thuc trong dng nghiém va hinh thanh phoi trong IVF rat thap. Mit khac, theo khao
sat sau d6 cua ching toi, ty 1 trimg thu dugc va ty 1é trimg chin cao nhat & giai doan
nang noan c6 xoang, do do co 1€ nén chon nhirng ché trong giai doan dong duc hodc trude
dong duc.

4. KET LUAN

B6 sung B-mercaptoethanol vao méi trudong nudi trimg da tang ty 1¢ trimg thanh
thuc; dat 1,3% khi khong bo sung, 4,88% khi b6 sung 50uM, va 1,65% khi bo sung
100uM.

Ty 1¢ trimg thy tinh con thap, trong mdi truong Fert-TALP 13 0,4% va trong moi
truong TYH 1a 0%.

5. DPE NGHI

Nén bd sung p-mercaptoethanol véi nong d6 50 pM vao méi trudng nudi trimg.

B6 sung thanh phan PHE stock (2pl/giot) vao méi truong thy tinh.

Thir nghiém quy trinh tao phéi ché véi méi truong TYH cho tat ca cac giai doan
nudi tring, hoat hda tinh trung, thu tinh va nudi phoi.
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