PAI HQOC THAI NGUYEN

TRUONG PAl HOC KHOA HQC

NGUYEN THI NHUNG

“NGHIEN CUU ANH HUONG CUA TE BAO PEM

( CELL-CO-CULTURE) LEN SU THANH THUC TRUNG
VA SU PHAT TRIEN PHOI LQON THU TINH ONG NGHIEM *

LUAN VAN THAC ST SINH HQC

Ha Ngi, 2012

Sé hoa bgi Trung tam Hoc liéu — Pai hoc Thai Nguyén http://www.Irc-tnu.edu.vn



Loi cam on!

Dan gian ta c6 cau, khdng thay ¢ may lam nén. La mot hoc trd con
nhiéu thiéu x6t, kinh nghiém chua nhiéu, dé hoan thanh dé tai nay caa minh,
t6i da can dén rat nhiéu su quan tam, giup d& tan tinh cua céc thay ¢d va ban
bé déng nghiép

Truéc hét tdi khong thé khong ké dén su huéng dan hét long cua thay
TS. Bui Xuan Nguyén truéng phong Cong nghé Phoi, nguoi da chi bao toi
trong sudt qué trinh thuc hién luan van nay. La mot ngudi thay co trinh do
chuyén moén sau, kién thac rong, tan tam trong cong viéc va hét l1ong vi cac
hoc tro. TOi that 1ong than phuc nang luc lam viéc va su say mé khoa hoc
trong con ngudi cua thay. Trong thoi gian duoc 1am viéc cung thay tdi cam
thay minh that may mén khi c6 duoc sy huéng dan va dinh huéng cua thay.
Sat canh bén canh t6i & su chi dan cua ¢ TS. Nguyén Thi Uéc, co da day
bao va truyén dat cho téi rat nhiéu nhiing kinh nghiém quy bau trong cong
viéc ciing nhu trong cudc song.

Xin gui 16i cam on dén TS. Nguyén Vian Hanh (Vién Cong nghé Sinh Hoc) da
c6 nhitng nhan xét thang than va quy bau dé gidp t6i lam viéc dugc tot hon
Qua day t6i ciing xin gui 10i cam on dén TS. Nguyén Viét Linh di c6 nhiing
gop ¥ dung din dé t6i hoan thanh luan van caa minh
Xin chan thanh cam on su giup d& caa cac dong nghiép phong Cong nghé
Phoi d3 lubn bén canh, ung ho tdi trong sudt thai gian qua!

Ha Noi, 2012
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Muc luc

DAT VAN DE

PHAN I: TONG QUAN TAI LIEU

1. Té bao va qué trinh thanh thuc, thu tinh cua té bao trimg lon

1.1 Céu tao budng trimg lon.

1.2. Cu tao té bao tring.

1.3. Su thanh thuc cua té bao tring.

1.3.1. Sy thanh thuc nhan.

1.3.2. Su thanh thyc té bao chat.

1.3.3. M6t s6 nhan té diéu hoa hoat dong cua té bao trang.

1.4. Sy thy tinh va phat trién phoi in vivo & lon.

2. Tinh hinh nuéi thanh thuc trimg va thy tinh éng nghiém & lon.

2.1. Nuo6i thanh thyc trimg lon.

2.2. Thy tinh va phét trién phdi in vitro & lon.

3. Anh huong cua co-culture véi té bao dém 1én sy thanh thuc tring va
phat trién phoi.

3.1. Té bao mang voi trang, vai trd cia té bao mang voi tring Ién sy
thanh thuc trimg va phét trién cua phoi.

3.1.1. Té bao mang trong voi tring

3.1.2. Vai tro cua té bao mang trong voi tring.

3.2. Anh huong caa nguyén bao soi bao thai chuot (Fibroblast cells) 1&n
su thanh thuc trang va phét trién caa phoi.

PHAN II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

1. Nguyén vat liéu
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19
23

23
23
23

25

28
29



1.1. Dbi tuong thi nghiém.
1.2. Dung cu thi nghiém.
1.3. Thiét bi thi nghiém.
1.4. Hoa chat va méi trudng
2. Phuong phap

2.1. Phuong phép thu nhan buéng tring.

2.2. Nudi thanh thuc trieng invitro.

2.3. Nudi thanh thyc tring véi méi truong bo sung nguyén bao soi thai chudt.
2.4. Nudi thanh thuc tring véi méi truong bo sung té bao mang voi trang.
2.5. Quan sat hinh thai, danh gia mirc o thanh thuc cuaa tring.

2.6. Nhudom va danh gia cac giai doan phat trién caa trang.

2.7. Phuong phép thu tinh trong dng nghiém.

2.8. Panh gia chat luong va su phét trién caa phoi lon thy tinh ng nghiém.
2.9. Phuong phap théng ké va xir Iy sé liéu.

PHAN IlI: KET QUA VA BAN LUAN

1. Két qua thu va phan loai trang.

2. Két qua nudi thanh thuc triing.

2.1. Anh hudng caa co-culture véi té bao soi bao thai chudt 18n su thanh
thuc truang.

2. 2. Anh huong cua co-culture vai té bao mang trong voi trang (oviduct
cell) 1én sy thanh thuc cua tring.

2.3. Anh hudng cua co-culture cung ldc vai véi té bao soi bao thai chuot
va té bao mang trong voi tring 18n sy thanh thuc caa trang.

3. Két qua thu tinh va phét trién phai.
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3.1. Anh huéng cua co-culture véi té bao soi bao thai chudt 1én su phat

trién phoi thu tinh éng nghiém.

3.2. Anh huéng cua co-culture véi té bao mang trong voi trang 18n su

phat trién phdi thu tinh ng nghiém.

3.3. Anh huéng cua co-culture cing ldc véi véi té bao soi bao thai chudt

va té bao mang trong voi trimg 1én su thy tinh va phat trién phoi.

IV KET LUAN
TAI LIEU THAM KHAO
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Danh muc cac tir viét tit.

Thu tinh dng nghiém

In vitro fertilization

Nuclear deoxyribonucleic acid

Luteinizing hormone

Nhiém sic thé

Nuclear ribonucleic acid
Maturation promoting factor
Follicle stimulating hormone
In vitro maturation
Maturation promoting factor
Cumulus oocyte complex
Metaphase |

Metaphase I

Germinal vesicle
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TTON
IVF
DNA
LH
NST
RNA
MPF
FSH
IVM
MPF
COoC
Ml
MiII
GV
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Danh muc hinh.

Hinh 1:
Hinh 2:
Hinh 3:
Hinh 4:
Hinh 5:
Hinh 6:
Hinh 7:
Hinh 8:
Hinh 9:
Hinh 10
Hinh 11

Hinh 12:
Hinh 13:
Hinh 14:
Hinh 15:
Hinh 16:
Hinh 17:
Hinh 18:
Hinh 19:
Hinh 20:

Thai chudt 14 ngay tudi

Miéng co thai chudt

Té bao soi thai chudt sau 4 ngay nudi

Té bao soi thai chudt sau 10 ngay nudi

Voi triang lon

Té bao mang trong voi trang ngay sau khi thu

Cac cum té bao mang trong voi trimg sau nudi 1 ngay
Mot cum té bao mang trong voi tring dién hinh
Buong tring lon thu tir 10 mo

: Trang lon ngay sau khi thu

:Trang lon sau nudi 22 gio

Trang lon nudi trong moi truong bo sung té bao mang trong voi triang
Trang thanh thuc sau khi tach cumulus (x1600)
Trang giai doan bong mam

Trang giai doan metaphase |

Giail doan metaphase 11

Phoi giai doan 2 va 4 té bao

Phoi 8 té bao

Phoi dau

Phoi nang
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Danh muc bang
Bang 1: Két qua thu va phan loai triing & cac nang c6 kich

thudc > 3 mm

Bang 2: Két qua thu va phan loai triing & cac nang c6 kich
thuoc 2-3 mm.

Bang 3: Anh hudng cua té bao si thai chudt 18n ti 16 thanh thyc
caa trang lon

Bang 4: Anh hudng cua té bao mang trong voi trang 18n chét
luong trang lon sau nu6i.

Bang 5: Anh hudng cuaa viéc bo sung ca hai loai té bao vao moi
truong nudi trang 1én ti 1€ thanh thuc cua trang lon.

Bang 6.1: Anh huong cua té bao soi thai chudt I&n chat luong
phdi thu tir cAc nang > 3 mm

Bang 6.2: Anh huong cua té bao soi thai chudt I&n chat luong
phdi thu tir cic nang 2-3 mm

Bang 7.1: Két qua vé sy phat trién caa phéi lon khi trang nudi
trong moi truong IVM c6 bo sung té bao mang trong voi trang
(Déi véi nang > 3 mm).

Bang 7.2: Két qua vé sy phat trién caa phoi lon khi tring nuoi
trong moi truong IVM c6 bo sung té bao mang trong voi trang
(Poi véi nang 2- 3 mm)..

Bang 8.1: Su phat trién phoi khi bd sung vao mdi truong nudi
tring ca hai loai té bao (nang > 3 mm)

Bang 8.2: Su phat trién phdi khi bd sung vao méi truong nudi
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trieng ca hai loai té bao (nang 2-3 mm)

PAT VAN PE

Ki thuat thu tinh ng nghiém (TTON) hay ki thuat IVF (in vitro
fertilization) gidp trang va tinh tring thu tinh bén ngoai co thé 1a budc dot
pha quan trong trong nganh y hoc va sinh hoc. Cho dén nay, thu tinh éng
nghiém duoc ap dung trén rat nhiéu cac loai dong vat khac nhau va o hau hét
cac nudce trén thé giéi. Nam 1959 Chang va cong su da tao ra chd tho (dong
vat co va dau tién) bang phuong phap thu tinh 6ng nghiém. Tiép theo d6 1a sy
thanh cong trén hang loat cac dbi twong nhu ctru, chudt ddng, méo, khi ...

Ngay 25 thang 7 nim 1978 em bé dau tién dugc ra doi bang phuong
phap TTON da mé ra hi vong cho hang nghin cap vo chong hiém mugn trén
khap thé gidi. Trong nhitng nim dau tién cac nha khoa hoc da phai thuc hién
khoang 5000 chu ky dé c6 hai treong hop em bé TTON ra doi. Sau 2 nim v6i
nhitng ¢6 gang khéng nho, em bé TTON da duoc ra doi tai Phap va Uc. Vao
thoi gian d6, khong ai co thé nghi rang chi hon 30 nam sau, 5 triéu em bé
TTON da duoc sinh ra & nhiéu nudc trén thé gigi. Giai Nobel Sinh Iy va Y
hoc nam 2010 duoc trao cho TS Adward do cong trinh nghién ciru thanh céng
ki thuat TTON trén nguoi vao nam 1978 va dong gop cho viéc phat trién ky
thuat nay trén toan thé giai.

Nham muc dich cai thién kha ning sinh san cua dong vat cao san, bao
ton da dang cac loai dong vat quy hiém, ting kha ning thy thai va diéu trj vo
sinh, ki thuat TTON trong nhiing nam gan day da duoc quan tdm va dau tu
nhiéu hon. Tai Viét Nam, cong nghé Phdi va TTON da duogc bat dau nghién
cuu tai Vién Khoa hoc va céng nghé Viét Nam tir nhirng nam 1978 — 1980 va
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d3 dat duoc nhiéu thanh cong trén cac ddi twong nhu tho (1978) trau bo
(1986, 2002). TTON da duoc ¢ng dung dé diéu tri vo sinh tir hon 10 nam nay
mac du di sau thé gigi va véi nhitng nén tang khoa hoc con nhiéu han ché,
viéc phét trién TTON trén nguoi ¢ Viét Nam da dat dugc nhiéu thanh cong
dang khich I¢.

Lon la dong vat dugc quan tdm dac biét nhu mot mod hinh nghién ctu y
hoc c6 dac diém di truyén cua loadi nguoi. Budng tring caa lon c6 chua sé
lwong I6n (hon 200.000) cac nang tring so cap (primordial follicles). Trong
nhitng nam dau thap ki 1980 nguoi ta da thu duoc cac phdi in vivo tir lon va
cac phdi nay cé thé nudi, phat trién tir giai doan 4 té bao dén giai doan phoi
nang (blastocyst). Sau d6 nhitng hiéu biét vé diac diém phat trién cua trang da
gitp hinh thanh cac loai méi truong nudi trang thanh thuc trong diéu kién in
vitro. Thu tinh éng nghiém trén déi twong lon duwoc Chan va céng su cong b
dau tién vao nam 1986. Mic du té bao tring lon truéng thanh trong éng
nghiém c6 thé thu tinh véi tinh tring mot cach dé dang trong diéu kién thich
hop. Su phat trién phéi lgn in vitro van thu kém nhiéu so véi diéu kién in vivo
va nhiing nguyén nhan cy thé dan dén sy khéac biét nay van 1a mot trong
nhitng van dé can dugc giai quyét.

Céc két qua nghién cau TTON lon o Viét Nam trong nhitng nam gan
day cho thdy do dic diém kha dic tring vé phuong thac nuéi dudng, dic
diém thoi tiét, d6 tudi giét thit... két qua TTON tir ngudn trang lon thu & Viét
Nam c6 khac biét so véi két qua TTON ¢ mot sé nudc khéc, viéc tao duoc
nguon tring chat lwong dam bao 14 mot trong nhiing chia khda then chét

nham nang cao hiéu qua TTON.
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