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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phan 1ap tinh tring tir mé tinh hoan, trong d6
quy trinh nay cho phép thu nhan dugc tinh tring tir miu mé tinh hoan chira éng sinh tinh
thu duoc bang phuong phéap vi phau thuat (micro TESE) & bénh nhan vé tinh khong do tac
v6i luong rat nho, chi tir 5 dén 10 mg. Giai phap hitu ich sir dung enzym phan cat dic hiéu
collagen va ADN véi méi trudng nudi cdy bao vé dic hiéu tinh tring cho phép loai bo hiéu
qua mo lién két va ADN tap nhiém, giam dugc ton thuong 1én t€ bao tinh trung dé thu
dugc tinh tring khée manh, dam bao chat lugng dé sir dung trong cac phuong phap hd tro
sinh san.
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Linh vue k§ thuét dwoe dé cap

Giai phép hiru ich thude linh vire y sinh hoc, cu thé 14 giai phéap hitu ich dé cap dén
quy trinh phan Idp tinh tring tor mo tinh hoan & bénh nhan v6 tinh khong do tic nhim
hd trg cho cac phuong phap hd trg sinh san nhu k§ thuat thy tinh trong 6ng nghiém. Quy
trinh phéan 1dp tinh tring tr mo tinh hoan theo gidi phap cho phép thu dugc tinh trung
khoe manh tir mau mé tinh hoan thu dwoc bang phuwong phap vi phau khong 1am anh

hudng dén chirc ndng ctia tinh hoan.

Tinh trang k¥ thuit ciia gidi phap hiru ich

Theo c4c nghién ctru gan day cho thdy, trong sd cac nguyén nhan gy vo sinh,
nguyén nhan do nit thudong chiém khoang tir 30 dén 40% va vo sinh nam chiém khoang
30% cac truong hgp. Con lai khodng 20% céc truong hop do cé hai vg chdng v c6 khoang
tir 10 dén 15% khong tim ra nguyén nhan gy vo sinh. Trong c4c nguyén nhan v sinh
nam, vO tinh (azoospermia) la nguyén nhéan khé diéu tri nhat. Bénh nhéan vo tinh dugc
chia 1am 2 nhém 13 v tinh do téc va vo tinh khong do tic. V6 tinh do tic chiém khoang
40% va vo tinh khong do tic chiém khoang 60%. Vi nhitng tién bd trong linh vuc hd
trg sinh san, cac bénh nhan vo tinh do tic c6 kha ning thu tinh trung dat gin 100% va
thé ¢6 con ctia chinh minh. Trong khi dé, phan 16n cac bénh nhan vo tinh khong do tic
khong thé thu duge tinh tring bang cac phuong phap thu tinh tring thong thudng nhu &
cac bénh nhan v tinh do tac nhu phuong phap PESA, MESA, TESA hodc thdm chi la
TESE.

Schlege NP d4 tién hanh phuong phap micro TESE dau tién vé6i kinh hién vi c6 d0
phong dai tir 6 dén 8 14n vao nam 1999 véi muyc dich tranh cdc mach mau khi mé rong
mang trang tinh hoan, diy 1a phuong phéap tién hanh TESE & nhiéu vi tri ¢6 sir dung
kinh vi phau. Sau d6 do phong dai duge ap dung tang 1én tir 15-20 14n nhim nhin 13 cac
6ng sinh tinh. Phuong phédp micro TESE dd mang lai kha nang thu tinh trung tir tinh
hoan cao. Do duéi kinh hién vi phau thuat, cac bac s§ ¢6 thé lua chon duoc cc 6ng sinh
tinh ¢6 kha nang c6 chira tinh trung, tir do c6 thé cét nhitng doan 6ng sinh tinh véi luong
mau nhé, gdy ton thuong it nhét dén tinh hoan cta bénh nhan. Do d6, phuong phép vi
phau TESE khong nhirng gitip 1am giam thiéu tac dong, gidm thiéu sy ton thuong dén

tinh hoan ma con giam thiéu sy anh huéng dén chirc nang tinh hoan do ¢6 kha néang
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giam ti da thé tich mé tinh hoan bi 14y di dong thoi lam gidm cac nguy co chay mau
trong va sau phiu thuat. Céc nghién cttu chi ra ring, v6i mdi 1in phau thuét, néu 14y
khoédng tir 5 ¢én 10 mg mé tinh hoan thi khong anh huéng dén chirc ning sinh 1y binh
thuong cta tinh hoan. Do d6, viéc st dung k¥ thuat vi phau TESE dé thu mau tinh hoan
chira 6ng sinh tinh dang duoc coi la phwong phap x4m 14n an toan cho nguo1 bénh trong

nghién ctru cac phuong phap hd tro sinh san.

Mic du hign nay cac ky thuat vi phdu TESE d4 va dang dugc nghién ctru, Gng dung
rong rai, nhung cic k¥ thut xr Iy mau mo tinh hoan, phan 14p tinh trung lai khéc nhau.
Céc phuong phap x& Iy mau va phan lap tinh trung nay thuong khong hiéu qua va thu
duge mot luong tinh tring it. Trong phuong phép hd trg sinh san trong dng nghiém, vi
du thy tinh trong dng nghiém, vin cin c6 mot lugng tinh trung khoe manh véi lugng du
dé c6 thé két hop véi trimg tao ra phoi. Trong céc k§ thuét x& Iy mau va phén lap tinh
trung da biét, mé tinh hoan s& duoc cét khoi tinh hoan béng dao, kéo, sau d6 dung cac
bién phép can thiép co hoc nhdm thu tinh trung tir mo tinh hoan. Phuong phap nay cé
Kkét qua thu tinh tring khong cao va do d6 can mot lugng mau 16n, han ché vu diém cua
phuong phép vi phau TESE. Hon nita, cic can thiép co hoc tic dong truc tiép 1én té bao
tinh trung lam thay d6i c4u trac, chirc ning va su sdng cta tinh trung hodc giy ra céc

khuyét tat.

Do d6, van can c6 quy trinh phén 14p tinh trung hiéu qua tir éng sinh tinh cho phép
ap dung duoc véi mot luong nhé mau mo tinh hoan, dudi 10mg dé vira c6 thé tan dung
dugc nhitng wu diém cua phuong phap vi phiu TESE vira khong anh huéng dén chire
nang tinh hoan ctia ngudi hién. Ngoai ra, van cin ¢6 k¥ thudt nham giam cac tac dong
truc tiép 1én té bao tinh trang, gitp thu dugc lugng tinh tring khée manh dé c6 thé ung
dung trong céc phuong phép hd trg sinh san, nhu thy tinh trong 6ng nghiém, mé ra co
hoi lam cha me cho céc bénh nhan c¢6 chdng vo tinh khong do tic theo hudng hiéu qua,
an toan.

Bén chit k§ thuit ciia giai phap hiru ich

Giéi phép hitu ich nhdm giai quyét cac van dé néu trén, theo d6 giai phép hitu ich

d& xudt quy trinh phan 14p tinh tring tir md tinh hoan sir dung enzym dé phan giai mo

lién két, nhung khong anh huong dén dic tinh, chirc ning cla tinh tring dé ung dung



3331

trong thu tinh nhan tao. Quy trinh phén 14p tinh tring tir mo tinh hoan theo giai phap
hitu ich bao gdm cac budc:

a) xtr Iy mau bang cach thu thap tr 5 dén 10 mg mAu mo tinh hoan chira dng sinh
tinh chuyén vao méi truong dém bicarbonat chtta HEPES, HSA va gentamicin da
duoc gitr § 37°C rdi ly tAm khoang 5 phut véi lue 300g, phan mé ling dugc tron déu véi
khoang tir 2 dén 5ml dung dich dém ly giai héng cau (ELB) chira 155mM NH4Cl, 10mM
KHCOs va 2mM EDTA, pH=7,2 trong khoang tir 5 dén 10 phut, sau d6 rira dich huyén
pht 13n mAu mod vai lugng tir 5 dén 10 ml mdi trudng dém bicarbonat chira HEPES,

HSA va gentamicin thu dugc miu md tinh hoan sach;

b) phan giai mo lién két bang cach cdy khoang tir 1 dén 3 mg miu md tinh hoan
sach vao 0,5 ml dung dich nudi cdy bao gdm dém bicarbonat chira HEPES, HSA va
gentamicin dugc bd sung enzym collagenaza typ IA v6i ndéng do 0,95 mg/ml, 25ug
DNAza va 1,6 mM CaClp, i & 37°C trong mdi truong 5% COz trong khoang tir 2 dén 3
gid, mdi 30 phut lic nhe trong 5 phut dé hoa tan md lién két, thu dugc dich nubi cdy

mau trang duc; va

¢) thu tinh trung bing cach tron déu dich nudi cdy va ly tAim & tbc d6 2000
vong/phut trong 10 phut, sau khi loai bo phan dich, thu phan cin, bd sung tir tir 200 dén
300 pl dung dich nudi cdy bao gdbm dém bicarbonat chira HEPES, HSA va
gentamicin bd sung enzym collagenaza typ IA véi ndng do 0,95 mg/ml, 25ug Dnaza
va 1,6 mM CaCl; vao phén can va rira nhe, sau khi loai bo phén dich, thu duogc mau tinh
tring sach, mau tinh tring ndy dugc U trong ti chira 5% CO2 ¢ nhiét do 37°C trong 45
phiit @ thu duoc tinh trung hoat dong.

MO t& vin tit cac hinh vé

Hinh 1: Anh chup mAu md tinh hoan sau khi tién hanh phan l4p tinh trung bang
phuong phép co hoc. Tinh tring bi pha v& thanh cic manh ndm rai rac.

Hinh 2: Anh chup mAu mé tinh hoan sau khi tién hanh phan Iap tinh tring bang
phuong phép theo giai phap hitu ich. Vi tri danh d4u (hinh elip) cho thdy tinh tring thu

duoc c6 hinh thai hoan chinh bao gdm ca dau, than va duoi.
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M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc mo ta chi tiét v6i cac phuong 4n va cac vi dy thuc
hién cu thé, tuy nhién, cac phuong 4n va cac vi du ndy chi nhim lam rd ban chét ciia
giai phap hiru ich chtr khéng nhdm muc dich han ché pham vi yéu cau bao ho ciia giai

phép hitu ich.

Theo giai phap hitu ich, miu mo tinh hoan dwgc sir dung dé phén 14p tinh tring 14
mAu md tinh hoan duge thu tir bénh nhan vo tinh khong do tic, t6t nhit bang ky thuat vi
phﬁu micro TESE. K¥ thudt nay duoc thuc hién béng cach giy te, ¢ dinh thung tinh,
mb theo dudng gifta 2 bén biu da gy té tai chd bang lidocain ding dao phiu thuit mo
bao tring, boc 16 mo tinh hoan. Sau khi kiém tra dudi kinh hién vi phong dai tir 5 dén
20 14n, x4c dinh ving éng sinh tinh ¢6 kich thude 16n, mau tring duc, cit mot lugng
mau tir 5 dén 10 mg dé phén 14p tinh tring tir mAu ndy. Viéc vi phau dé thu mau véi
lwong nho nay khong anh huong dén chirc ning sinh Iy binh thuong cta tinh hoan. Ky
thuat vi phAu dé thu mAu tinh hoan khong nim trong pham vi clia giai phép hitu ich va
¢6 thé duoc thuc hién bang phuong phap bit ky, mién sao co thé thu dugc mot luong
mau khoang 10 mg chtra dng sinh tinh dé 1am mAu phén l4p tinh tring theo giai phép
hitu ich.

Céc moi trudong, hoa chit dugc str dung 14 cac moi trudng, hoa chit chuin dugc str
dung trong k§ thuét sinh hoc phan tir va y sinh dam béo céc chi ti€u, chét luong va cé
thé mua duge tir cdc cong ty hoa sinh dudi dang hoa chét riéng 1é hodc duéi dang ché
phém thwong mai, vi du mdi truong dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin
c6 thé dugc mua tir cong ty Orgio du6i dang ché phim Sperm Preparation Medium
thuong mai.

Giai phap hiru ich nhim giai quyét cac van dé néu trén, theo d6 giai phép hitu ich
d& xuét quy trinh phan 14p tinh trung tir mo tinh hoan dé ung dung trong thu tinh nhan
tao. Quy trinh phén 14p tinh trung tir md tinh hoan theo giai phap hiru ich bao gdm céc
bude: a) x{r Iy mau; b) phan giai mo lién két; va ¢) thu tinh tring.

Trong bude xtt Iy mAu, sau khi mau dugc thu bang phuong phép vi phau véi lugng
tir 5 dén 10 mg, chuyén mau vao mdi trudong dém bicarbonat chira HEPES, HSA va
gentamicin da dugc gitt & 37°C. Luu y rang, d¢ khong anh huong dén chtrc ning va gay

tén thuong tinh hoan, lwong miu thu dugc can tbi thidu. Theo giai phdp hitu ich, v6i
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luong mau chi cdn tir 5 dén 10 mg s€ khong anh hudng dén chirc nédng sinh 1y cta tinh
hoan, do d6 an toan cho vat chi cung cdp miu. Moi truong dém bicarbonat HEPES,
HSA va gentamicin duoc gitt 4m & nhiét d6 37°C trong khoang 60 phtt truéde bi
dugc bd sung mau nhdm dam t& bao sinh tinh trong mau khéng bi anh hudng. Sau

do, tién hanh ly tdm khoang 5 phut véi luc 300g dé loai bo tap chit.

Phan mo ling duoc loai bé té bao hdng ciu dinh bam bang cach dugc tron déu
phin mo thu duoc véi khoang tir 2 dén 5ml dung dich dém ly giai hong cau (ELB) chuira
155mM NH4Cl, 10mM KHCO3 va 2mM EDTA, pH=7,2 trong khoang tir 5 dén 10 phut.
Dém ly giai hong cu duoc bd sung chtra 2mM EDTA (axit etylendiamineteaxetic) cho
phép loai bo té bao héng cAu, nhung khéng dnh huéng dén té bao 6ng sinh tinh. Sau khi
rra, mau thu duoc bao gém dich huyén phu 13n mau md duoc chuyén vao khoang tir 5
dén 10 ml moi trudng dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin thu duoc

mAu mé tinh hoan sach da duoc loai bo té bao hong cau.

Cac nghién ctru da chi ra rang, té bao héng cdu co trong mau mo anh huéng dén
chét lugng tinh tring thu duge. Viée xtr ly, loai bo té bao héng ciu cho phép thu duoc

tinh trung khée manh, tranh dugc nhitng tén thuong anh huéng dén chét luong.

Trong bu6c phan gidi mo lién két, giai phép sir dung enzym collagenaza typ 1A va
DNAza dé phan gidi mo lién két thay vi st dung phuong phdp co hoc. Tién hanh cdy
khoang tir 1 dén 3 mg mau mé tinh hoan sach vao 0,5 ml dung dich nudi cdy bao g0m
dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin dugc bd sung enzym collagenaza
typ IA vé6i ndng d6 0,95 mg/ml, 25ug DNAza va 1,6 mM CaCl,. Viée sir dung két hop
enzym collagenaza typ IA véi ndng do 0,95 mg/ml, 25pg DNAza va 1,6 mM CaCl,
trong méi trudng nudi cdy cho phép loai b6 duoc mé lién két chira collagen va ADN tir
té bao sinh dudng, dong thoi gitp bao vé duogc té bao sinh tinh trong moi truong chira
enzym. C4c tic gia dd nhan thiy rang, béng vi€c st dung enzym collagenaza typ 1A véi
ndng d¢ 0,95 mg/ml cho phép loai bé hicu qua md lién két ma khong anh huéng dén té
bao sinh tinh. Néu st dung enym collagenaza v6i ndng do 16n hon, céc té bao sinh tinh
s€ bi 4nh hudng, nguoc lai, néu sty dung v6i ndng do thdp hon, kha ndng phan giai mo
lién két kém, khong tach hoan toan dwgc cac t& bao sinh tinh khién hiéu qua thu tinh
trung giam. Sau khi Gt mdi truong & 37°C trong mdi truong 5% COs trong khoang tir 2

dén 3 gio, mdi 30 phut lic nhe trong 5 phit dé hoa tan md lién két, thu dugc dich nudi
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cAy mau tring duc chira tinh trung. Bang nhiéu thue nghiém, cic tac gia da ti wu duoc
enzm, thoi gian phan cit md lién két dé dam bao phan cit hiéu qua mo lién két, nhung
khong anh huéng dén kha ning phat trién va sinh tinh tring cta té bao sinh tinh dé co

thé thu dugc tinh tring khoe manh.

Trong budc thu tinh tring, tién hanh trén déu dich nudi cdy va ly tim & toc do
2000 vong/phit trong 10 phit dé loai tap chat thu té bao sinh tinh va tinh tring méi sinh.
Sau khi loai bo phén dich, phan cin bao gdm cac té bao sinh tinh va tinh tring dugc thu
hoi. Tiép d6, bd sung tir tir 200 dén 300 pl dung dich nudi cdy bao gdm dém bicarbonat
chira HEPES, HSA va gentamicin bd sung enzym collagenaza typ TA v6i nong do
0,95 mg/ml, 25ug DNAza va 1,6 mM CaClp. Qué trinh nay nhim loai bo té bao sinh
tinh d& thu duoc tinh tring. Bang cach bd sung 1,6mM CaCl, vio trong méi trudng, cac
té bao tinh tring duoc bao vé dic hiéu ma khong bi tdc dong bdi enzym. Sau khi rira
nhe va loai bo phan dich, thu dugc miu tinh tring sach. Mau tinh tring ndy duoc U trong
ti chira 5% CO, & nhiét do 37°C trong 45 phut dé hoat héa nham thu dugc tinh tring
hoat dong.

Dé kiém tra, cAc mau s& dugc tién hanh soi va tim tinh trung, cac mau tinh trung
thu dwoc ndy duge danh gia vé chi sb thé tich, mat do, do di dong, ty 1& séng chét, ty 1&
bat thudng ctia cac dang trude khi quyét dinh tién hanh cac phuong phép hd trg sinh san

nhu thu tinh trong éng nghiém.

Tinh trung thu dugc s€ dugc st dung dé tiém vao bao tuong nodn (phuong phép
ICSI) hodc dugce bao quan bang phuong phép thiy tinh hoa dé bao quan ding cho chu
ky sau. Trong truong hop tinh tring duge st dung lam ICSI ngay, tinh trung dugcu 0
trong ta 4m 5% CO2, nhiét dd 37°C trong 45 phut d8 hoat hoa truge khi chuyén sang
dia lam ICSI.

Vi du thwe hién gidi phap hitu ich
Vi du 1. Phan ldp tinh trang tir mo tinh hoan

MAu mo tinh hoan thu dugc bang k§ thuat vi phiu micro TESE bang cach giy t&,
¢b dinh thimg tinh va m6 theo dudng gitta 2 bén biu da gay té tai chd bang lidocain diing
dao phiu thuit mé bao tréng, boc 10 mo tinh hoan. Sau khi kiém tra dudi kinh hién vi

phong dai tir 5 dén 20 14n, x4c dinh ving 6ng sinh tinh c6 kich thudc 16n, mau tring
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duc, cit mot lugng mau khoang 10 mg chira bng sinh tinh dé 1am mau mo dé phan lap

tinh trung.

Chuyén khoing 5 mg mAu md tinh hoan chra éng sinh tinh sau khi duoc vi phau
vao moi trudng dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin da duoc gitt ¢ 37°C
va chuyén vao thiét bi ly tam. Tién hanh ly tAm trong 5 phut v6i luc 300g. Phan dich
duoc loai bé va phan md ling duogc tron déu voi khoang Sml dung dich dém ly giai héng
cAu (ELB) chira 155mM NH4Cl, 10mM KHCO3 va 2mM EDTA, pH=7,2 trong 5 phut.
Tiép d6 bb sung 10 ml méi trudong dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin
8 rira dich huyén phi 1dn miu mé. Qué trinh nay cho phép loai bo hoan toan hong ciu

1An trong mAu, thu dugc mau md tinh hoan sach.

Léy khoing 2 mg mAu md tinh hoan sau khi loai bé hdng ciu tap nhiém va chy vao
0,5 ml dung dich nuéi cdy bao gdm dém bicarbonat chita HEPES, HSA va gentamicin
duge bd sung enzym collagenaza type 1A véi ndng d6 0,95 mg/ml, 25ug DNAza va 1,6
mM CaCly. Tién hanh 0 & 37°C trong méi trudng 5% COz trong khoang tir 2 dén 3 gio.
M&i 30 phut lic nhe trong 5 phut d8 hoa tan mo lién két, sau khi phén giai hét mé lién
két, thu duge dich nudi céy mau tréng duc.

Phan dich nudi cdy dugc tron déuvaly tim & tdc @6 2000 vong/phit trong 10 phut.
Loai bo phan dich ndi, phan cin dugc bd sung tir tir 300 pl dung dich nudi chy bao gdm
mbi trudng dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin bd sung enzym
collagenaza type IA v6i ndéng do 0,95 mg/ml, 25ug DNAza va 1,6 mM CaCl, va tron
nhe nhang. Sau khi loai bo phﬁn dich, thu dugc mAu tinh trung sach. MaAu tinh trung nay
duoc 0 trong ti chira 5% CO2 & nhiét 36 37°C trong 45 phit dé thu duoc tinh trung hoat

dong va phuc vu cho budc tiép theo trong diéu tri vo sinh hi€ém muon.

Vi du 2. Ddnh gid chit lwong tinh tring thu dwoc bing phwong phdp phdn ldp tinh
triing tic mo tinh hoan theo gidi phdp hitu ich
Dé danh gia kha nang thu nhén va chét luong miu tinh trung thu dugc, tién hanh
soi kidm tra, danh gia mau tinh trung thu dugc theo gidi phap hiru ich va mAu tinh tring
thu duoc phing phuong phap pha vd md lién két bang phwrong phap co hoc truyén thong.
Két qua duge thé hién trén Hinh 1 va Hinh 2, trong d6 Hinh 1 1a két qua soi trén

kinh hién vi mau thu dugc bang k§ thudt pha vd mo lién két co hoc, trong do cho thdy
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céc t& bao hdng cau hinh tron det va té bao mo lién két thanh timg cum. Khong thé tim
thiy tinh triing trong mau nay do phuong phap co hoc don thudn khong thé 1am ly giai
duoc tinh trung ra khoi cac 6ng sinh tinh, hon nira nhing thu thudt tho bao ciing gop
phin lam ton thuong tinh tring khién chung trd nén bit hoat va khong c6 kha nang thu

tinh. Té bao tinh tring d& bi tén thuong va phén thanh cac manh nam rai rac.

Nguoc lai, trong Hinh 2, cac t& bao md lién két duoc phan tach roi va thu duge té
bao tinh tring (d4u mii tén) thé hién di ca phn dAu, than va dudi. Didu nay cho thiy té
bao tinh trung dugc phan tach hidu qua nhd vao moi trudng phén lap va cho phép thu
duoc té bao tinh tring toan ven gdm ca phan dAu, phan than va phan dudi (vi tri dugc
d4nh dAu bing hinh elip). Tinh tring thu dugc nay di cht lugng, dap tng dugc yéu cau

trng dung trong cac phuong phap hd tro sinh san.

Hiéu qua dat dwoc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh phan 14p tinh tring tir md tinh hoan theo giai phap hitu ich cho phép
phan lap dugc mot lugng tinh tring di 16n tr m6 tinh hoan véi lvong nho, chi khoang
tr 5 @én 10 mg miu. Quy trinh nay cho phép két hop voi ky thuét vi phiu TESE, cét
chon loc mdt lugng t8i thiéu mAu md tinh hoan chira 6ng sinh tinh dé thu luong tinh
tring da dé c6 thé ung dung trong cac phwong phap hd trg sinh san, nhu phuong phap
thy tinh trong 6ng nghiém. Qua do, tinh tring thu duoc co thé ding dé tao phdi cho qua
trinh diéu tri vo sinh hiém mudn, gitp cac cip vo chdng co chdng bi vo tinh khdng do

tic ¢6 thé co con cua chinh minh.

Quy trinh theo gidi phap hitu ich sir dung enzym phan cit dic hidu collagen trong
céc md lién két va ADN tap nhiém v6i moi truong nudi cdy bao vé dic hiéu tinh tring
cho phép loai bd hi¢u qua mo lién két va ADN tap nhiém, giam dugc tdn thuong 1én té
bao tinh tring, ning cao chét luong tinh tring thu duge. Quy trinh cho phép giam thiéu
duoc cac nguy co can thi€p phiu thuat, giup bao vé stic khde, cling nhu dam bao duogc

chirc nang cda tinh hoan nguoi hién.

Quy trinh phan 1p tinh trung tir mo tinh hoan két hop str dung enzym phén cét dic
hiéu collagen theo giai phép cho hiéu qua thu tinh trung dat toi 37%, vugt trdi so voi
cac k¥ thudt thu tinh tring khéc, dong thoi dam bao duoc cAu tric va chirc ning cla

tinh tring thu duge gip hd trg higu qua cho cac phuong phap hd tro sinh san.
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1. Quy trinh phan 13p tinh trung tir mo tinh hoan, trong d6 quy trinh nay bao gdém cac
budce:

a) xtr Iy mau bang cach thu thap tir 5 dén 10 mg mau mo tinh hoan chira 6ng sinh tinh
chuyén vao moi truong dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin da dugc
giit & 37°C rdi ly tAm khoang 5 phut véi luc 300g, phan md ldng dugc tron déu véi
khoang tir 2 dén Sml dung dich dém ly giai hong cau (ELB) chira 155mM NH4Cl, 10mM
KHCO; va 2mM EDTA, pH=7,2 trong khoang tir 5 dén 10 phut, sau d6 riea dich huyén
pht 14n mAu mo véi lugng tir 5 dén 10 ml moi treong dém bicarbonat chira HEPES,

HSA va gentamicin thu dugc mau md tinh hoan sach;

b) phén giai mo li€n két bing cach cdy khoang tur 1 dén 3 mg miu mo tinh hoan sach
vao 0,5 ml dung dich nuédi cdy bao gdm dém bicarbonat chira HEPES, HSA va
gentamicin duge bd sung enzym collagenaza typ TA véi ndng d 0,95 mg/ml, 25ug
Dnaza va 1,6 mM CaCly, 1 & 37°C trong mdi trudng 5% COz trong khoang tur 2 dén 3
gid, mdi 30 phut lic nhe trong 5 phut dé hoa tan mo lién két, thu duoc dich nudi cdy

mau trang duc; va

¢) thu tinh tring bing cach tron déu dich nudi cdy va ly tm & toc d6 2000 vong/phut
trong 10 phut, sau khi loai bod phan dich, thu phan cin, bd sung tir tir 200 dén 300 pl
dung dich nudi cdy bao gdm dém bicarbonat chira HEPES, HSA va gentamicin bo
sung enzym collagenaza typ IA voi ndng d6 0,95 mg/ml, 25ug Dnaza va 1,6 mM CaCla
vao phén cin va rira nhe, sau khi loai bd phﬁn dich, thu dugc mau tinh trung sach, mau
tinh tring nay dwgc U trong t chira 5% CO2 & nhiét do 37°C trong 45 phut dé thu duogc
tinh trung hoat dong.
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