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PAT VAN PE

Sau trudng hop mang thai dau tién duoc thuc hién tir phéi trir lanh nim
1983 dén nay, k¥ thuat dong lanh phoi da tré thanh pho bién ¢ nhiéu trung tdm
thu tinh trong dng nghiém ciia nhiéu nudc trén thé gidi. Tuy nhién, thyc té cho
thay ty 16 phoi 1am t6, ciing nhu ty 1& ¢o thai cta chuyén phoi dong lanh thap hon
so voi chuyén phéi tuoi, vi it nhiéu qua trinh trit lanh ciing 1dm anh huong dén
chét luong phoi. Nhiéu nghién ctru trén thé giéi nhim nang cao ty 1é séng cua
phéi sau rd dong, nang cao ty 1& ¢ thai ciia chuyén phdi déng lanh. Cac k§ thuat
trir lanh cling duoc cai tién, dugc chia thanh 2 nhém chinh: ha nhiét 46 cham
(slow-freezing) va k¥ thuat thuy tinh hoa (Vitrification).

Thuty tinh héa 13 qua trinh 1am lanh mau nodn hodc phoi véi thoi gian rat
nhanh. Trong sudt qua trinh ha nhiét do, toan bo khdi vat chat bén trong va bén
ngoai té bao chuyén thanh dang kinh (glass-like), dac biét khong cé sy hinh
thanh tinh thé d4 bén trong mau té bao, tranh duoc nhitng ton thuong do tinh thé
da gay nén. Day la phuong phap dong lanh don gian dé thuc hién, tiét kiém thoi
gian, tiét kiém nguyén liéu va trang thiét bi...ddng thoi cho ty 18 phoi sdng, ty 18
phoi 1am 6 cao hon so v6i phuong phap dong lanh cham. Hién nay, déng lanh
bang thuy tinh hod 1a mot k¥ thuat dang dugc cac trung tdm thu tinh trong 6ng
nghiém trong khu vuc va trén thé gidi nghién ctru tng dung trong diéu tri. Tai
Viét Nam phuong phap nay duoc thyc hién du tién & bénh vién phu san Tir Dii
vao thang 5 ndm 2006 va budc dau thay két qua tot. Trung tam Cong nghé Phoi
Hoc vién Quén y bat dau thuc hién dong phoi bang k¥ thuat thuy tinh hoa tir
thang 11/2006.

Pong lanh phoi co thé tién hanh & bat ky giai doan phat trién nao cua
phoi. Pong lanh phoi ¢ giai doan phoi tién nhan (ngay 1) s& gap kho khan trong
viée lya chon phoi dé dong lanh va xac dinh sb luong phoi dé ra dong, dong lanh

phoi & giai doan phoi phén chia (ngdy 2 va ngay 3) thudng phd bién nhét, su lua
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chon phdi trude va sau ra dong dya vao ti€u chuan hinh thai rat thuan loi, cac
phdi bao co tinh toan nang nén it bi anh hudng bdi cac phdi bao thoai hda. Phoi
& giai doan két dinh (ngay 4) 1a giai doan nhay cam va khé danh gia vé mat hinh
thai nén thuong khong dong lanh & giai doan nay. Pong lanh phoi ¢ giai doan
phoi nang (ngdy 3, 6, 7) c6 loi thé hon giai doan phdi phan chia vi c6 rat nhiéu té
bao nén viéc thoai hoa mot sd luong nho té bao s& khong anh hudong dén phoi.
Nhiéu nghién ctru khang dinh rang déng lanh phdi ¢ ngay 5 co ty 1 phoi séng va
ty 1€ c6 thai cao hon so vdi phdi & ngay 6 va ngay 7 [68], [71]. Pong phoi ¢ giali
doan phoi nang giup lam gidm ty 1€ da thai, nhung ty 1¢ tao dugc phoi nang chi
dat khoang 50 - 60%. Hién nay, con nhiéu y kién khac nhau vé k¥ thuat dong
lanh phoi va thoi diém thuc hién dong lanh. Co s¢ cua viéc xac dinh nhiing anh
hudng cta qui trinh dong lanh va thoi diém dong lanh dén hiéu qua cta qua trinh
dong lanh phoi chinh 14 viéc nghién ctru danh gia hinh thai cdu trac phdi trudc
d6ng lanh va sau ra dong. Do d6, chiing toi tién hanh dé tai:

“Nghién ciru bién déi hinh thdi cdu tric phéi ngwoi ngay 3, ngay 5

truwdc dong lanh va sau ra dong bﬁng ky thudt thuy tinh hoa”.

Muc tiéu:

1. M6 ta sw bién déi hinh thdi cdu tricc phéi ngay 3, ngay 5 trudc dong
lanh va sau ra déng bang ky thudt thiiy tinh héa.

2. So sanh ty I¢ phoi séng, 1y 1é phéi lam t6 va ty 1¢ ¢é thai ciia phéi ngay 3
v6i phéi ngay 5 sau ri dong bang ky thudt thiiy tinh héa.



CHUONG 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Tinh hinh vo sinh trén thé gi¢i va & Viét Nam
1.1.1. Khdi nigm vé vé sinh

V6 sinh 1a tinh trang mét cip vo chong khong cé thai sau mot nam chung
song, giao hop binh thuong, khong sir dung cac bién phap tranh thai nao (WHO,
2000) [7]. P6i v6i nhitng truong hop ma ngudi vo trén 35 tudi thi thoi gian nay
chi 6 thang da dugc danh gia 1a vo sinh.

V6 sinh nguyén phat, con dugc goi 1a vo sinh loai I: 14 tinh trang v6 sinh
& nhitng cip vo chong ma ngudi vo chua cé thai 1an nao.

V6 sinh thir phat, con dugc goi 1a vo sinh loai II: 14 tinh trang v6 sinh &
nhiing cap vo chdng ma nguoi vo da timg co thai trude do.

V6 sinh nit 13 cac truong hop vo sinh nguyén nhan do ngudi vo. Vo sinh
nam 1a cac truong hop vo sinh nguyén nhan do nguoi chong [65], [95]. Nhiing
truong hop vo sinh khong rd can nguyén la truong hop vo sinh ma khong tim
thdy cac nguyén nhan gy vo sinh & ca vo va chong [31].

1.1.2. Tinh hinh vé sinh trén thé gidgi

Theo T chirc y té thé gidi nam 2010, ty 1& vo sinh chung trén thé gidi
dao dong trong khoang tir 6 — 13%, tiy theo timg qudc gia. Trong d6 nhom vo
sinh biét 5 nguyén nhan chiém ti 1 khoang 80%, con lai 20% la v6 sinh khong
r& nguyén nhan. Trong sd cic cip vo sinh biét rd nguyén nhan thi ti 18 vo sinh nir
chiém 40%, v6 sinh nam chiém 40%, con lai khoang 20% 1 v6 sinh do c4 nam
va nir [107].

1.1.3. Tinh hinh vo sinh ¢ Viét Nam

Theo Nguyén Viét Tién (2010), ty 1& v6 sinh chung trén toan qudc chiém

7,7%. Trong d6 ty 1€ vo sinh nguyén phat 1a 3,9%, vo sinh thir phat 1a 3,8%. Ty
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1€ v sinh ¢ Viét Nam c6 sy khac biét gifra cac vung sinh thai va cdc nhém cap
vo chong khac nhau [11].

Xét vé dic diém phan bd cua nguyén nhan dan dén vo sinh theo cac tac
gia nghién ctru dua ra nhitng két qua khac nhau. Theo nghién ctru ctiia Tran Thi
Trung Chién, Tran Van Hanh, Pham Gia Khanh va cs. thi nguyén nhan giy vo
sinh nam chiém khoang 40,8% trong s6 cac truong hop vo sinh [1]. Mot nghién
ctru khac cua Nguyén Khic Liéu va cs. duoc thue hién trén 1000 cap vo sinh tai
bénh vién phu san Trung uwong thi ti I¢ vO sinh nir chiém khoang 54%, va v6 sinh
nam chiém khoang 36%, con lai 10% la v6 sinh khong rd cin nguyén [7].

Nhiing con s6 néu trén ciing phan nao cho thay thyc trang tinh hinh vo

sinh khong chi 1a van d€ y hoc, ma con anh hudng dén cac mat doi song xa hoi.

1.2. Qua trinh thu tinh va nudi cdy phéi & nguoi
1.2.1. Su thu tinh ¢ nguoi

- Sy thu tinh 13 su két hop giita giao tir duc (tinh tring) véi giao tir cai
(nodn) tao thanh hop tir c6 bo nhiém sic thé ludng boi dic trung cia loai.

- Tinh trang va noin dugc thy tinh trong dia cdy (IVF) hodc tiém tinh
trung vao bao tuwong noan (ICSI) duoc danh gia sau 18 — 20 gid dua vao sy hinh
thanh 2 tién nhan.

Xét vé khia canh sinh hoc, su thu tinh lién quan dén 4 budc theo tuan tu sau:
e Sy lya chon tinh trung s€ tham gia qua trinh thu tinh.
e Su xam nhap cua té bao tinh tring qua cac 16p vo cua nodn.
e Su gan két gitra tinh tring va mang bao twong ctia noan.
e Su hoa hop nhan dan dén viéc hinh thanh bo nhiém sic thé cua phoi.
1.2.2. Nuéi cdy phéi

Sau khi noan va tinh tring thy tinh tao thanh phoi, nhitng phéi cé 2 tién

nhan duoc nudi cdy trong méi trudng IVF, G1 dén ngay thi 2 va tiép tuc nudi

cdy trong moi truong G2 tir ngay 3 dén ngay 5.
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Phéi giai doan tién nhan (2PN — phoi ngay 1) phan cat phoi theo quy luat
hoan toan déu nhung khong dong thoi thanh 2 té bao.

Phoi ngay 2 s& c6 tir 2 — 4 té bao, hinh thai phoi duoc danh gia dya vao s6
té bao, 46 ddng déu cac phdi bao, ty 1& phan traim cac manh v bao tuong.

Phoi ngdy 3 ¢6 tir 6 - 8 té& bao, hinh thai phdi danh gia cling dua vao so té
bao, d6 dong déu cac phoi bao, ty 1& phan trim cic manh v& bao tuong.

Phoi ngay 4 (phdi ddu — morula embryo): cic té bao lién két chat ché
khong con nhin thdy ranh gidi giita cic té bao, hodc da bat dau quan sat thay
khoang chtra dich giita cac té bao.

Phoéi ngay 5 (phoi nang — blastocyst embryo): Phéi dan rdng, mang trong
sudt da dan mong, khoang chira dich 16n, phoi da co té bao nu phdi va 16p té bao
14 nuoi. Sy danh gié hinh thai phoi dua vao dé dan rong cia phoi, ddm té bao bén

trong (ny phoi), 16p té bao 1a nudi [39].

\/

90-100 h

Hinh 1.1. Cac méc thoi gian phat trién phéi tir giai doan tién nhén
dén giai doan phdi nang
* Nguon.: Theo Ebner T, 2003 [34].
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1.3. Lwoc sir, nguyén tic, chi dinh va cac phwong phap dong lanh phai
1.3.1. Lwgc sw nghién cuu dong lanh phoi

Phoi dong vat dau tién duoc trit thanh cong la phoi chudt vao nam 1972
(trich dan tir [20]). Tiép sau o, k§ thuat trir phoi dugc phét trién va dp dung cho
trit phoi gia stic. Pén nam 1983, phdi nguoi dau tién méi duge trir thanh cong
duoc bao cao tai Monash, Uc [96]. Tai Viét Nam, dua tré dau tién ra doi tur phoi
trir lanh tai Bénh vién Phu San Ttr D nam 2002 [14] .

Trong mot thoi gian ngin ki thuat dong phoi da phét trién véi cac quy
trinh déng lanh duoc don gian va t6i vu hoa. Cong nghé dong lanh hién nay co
thé ap dung dé luu trit giao tir (nodn, tinh tring), phdi & cac giai doan phat trién
khac nhau (phdi tién nhan, phdi phan chia, phoi nang) va gan day la dong lanh
mo budng trimg.

Phuong phép déng lanh bang k¥ thuat thay tinh héa duoc Rall va Fahy
thuc hién thanh cong 1an dau tién trén phoi bo vao nam 1985 [78]. K§ thuat nay
duoc thuc hién rong rai trén gia sic vao nhiéu nam sau do. Tuy nhién, quy trinh
trit lanh thity tinh hoa chi duge Kuleshova L. tng dung dau tién trén nodn ngudi
vao nam 1999 va sau d6 vai thang, duogc thuc hién dau tién trén phoi nguoi dang
phat trién & giai doan phoi nang. Ngay 20 thang 6 nim 1999, em bé dau tién trén
thé gidi tir phoi dong lanh bang k¥ thuat thity tinh hoa ra doi [53].

Hién nay, dong lanh phoi bang phuwong phap thily tinh hoa dang 1a mot ky
thuat duoc cac trung tim thu tinh trong dng nghiém 16n trong khu vuc va trén thé
gidi tmg dung trong diéu tri va dang timg budc thay thé phuong phéap ha nhiét do
cham trudc day. Bén canh do, cac nha khoa hoc cling khong ngung thuc hién
nhing kiém ching 1dm sang nham chimg minh k¥ thuat nay that sy an toan va
hiéu qua ddi voi con nguoi.

1.3.2. Nguyén tic dong lanh phoi

Nguyén tic ctia dong lanh 1a 1am gidm nhiét d6 ctia moi trudng chira miu

té bao hay mau mé xudng nhiét do -196°C. O nhiét d6 nay, hau hét cac hoat

dong sinh hoc bén trong té bao gdm céc phan tng sinh hoa va hoat déng trao d6i
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chat déu bi ngimg lai. Do d9, té bao sdng & dang tiém sinh (khong phat trién) va
c6 thé bao quan trong mot thdi gian dai . Véi didu kién nhiét do thap, cac phan tir
nuéc, cac chat hoa tan trong moi trudng xung quanh, cac vét chat bén trong té
bao ton tai dudi dang két hop (dang tinh thé va dang kinh) do d6 khong co bat ky
yéu t6 ndo tir moi truong bén trong cling nhu bén ngoai ¢o thé tac dong dén té
bao trong giai doan nay [8], [57].

Trong qué trinh 1am lanh va rd déng, mot sb thay d6i trong moi truong
chira té bao va ca ban than té bao c6 thé anh huong dén céu trac, chuc nang, su
toan ven va kha ning séng ctia phoi sau khi ra dong.

Tuong tu nhu nhiing té bao khac, phdi ciing bi anh huéng bsi 3 dang ton
thuong chinh xay ra & nhiing khoang nhiét do khac nhau trong sudt qua trinh lam
lanh va rd déng. Trong khoang nhiét do tir 15°C dén -5 °C, nhiét d6 lanh 1a yéu
t6 chinh gay t6n thuong té bao do 1am pha huy nhing giot lipit trong bao twong
va cac cau trac vi 6ng. Tir -5°C dén -80°C, sy hinh thanh tinh thé d4 noi bao va
ngoai bao 12 nguyén nhan chinh gay ton thuong té bao, ton thuong nay dugc xem
1a nguy hiém nhat d6i voi cac t& bao dugc trit lanh n6i chung va ddi véi phdi noi
riéng. O nhiét do tir -50 °C dén -150 °C c6 thé gay ra hién tuong dut gdy mang
trong sudt hoic mang bao twong. Trong qui trinh ri dong, nhitng dang ton
thuong d6i voi té bao cling xay ra nhu trong qué trinh dong lanh nhung theo
trinh tu nguoc lai. Trong d6 quan trong nhat 1a kha nang tai két tinh, hau qua 1a
su xuét hién lai cac tinh thé d4 ndi bao khi nhiét do tang trén -120 °C. Do do,
trong qué trinh ri déng da sb cac tac gia déu cho rang can phai vuot qua giai
doan nay mot cach nhanh chéng dé han ché viéc gy thém ton thuong cho té bao
8], [57].
1.3.2.1. Nhitng thay doi bén trong té bao khi lam lanh

Pé dat duoc nhiét do trir, t& bao phai dugc lam lanh tr nhiét do séng
xudng dén -196°C. Qua trinh ha nhiét 46 niy s& giy ra nhiing thay d6i trong moi
truong va ca trong té bao, co kha nang anh hudng dén cau tric va chirc ning cta

té bao duoc luu trit:
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- Giam hoat dong ctia cac enzym: nghién ctru cho thay khi nhiét d6 giam
tir 37°C xudng con -7°C, hoat dong cta enzym giam 8 l1an. Tuy nhién, anh hudng
ctia giam hoat dong enzym 1én té bao van chua dugc sang to

- Giam do hoa tan cua cac khi trong moi truong: bén canh cac khi hoa tan
theo ndng do, moi trudng nudi ciy té bao thuong ding CO, 1am hé dém dé can
bang do pH trong méi truong. Khi 1am lanh, cac khi nay khong con ¢ dang hoa
tan nita ma tach ra thanh nhimg bot khi c¢6 kha ning 1am ton hai dén té bao [97].

- Hinh thanh tinh thé nudc da: nudc trong moi trudng nudi ciy khi dé lanh
dudi 0°C (khoang -5°C dén -15°C) s& dan két tinh thanh nhiing tinh thé nudc da.
Hién twong nay xay ra do mdi truong c6 pha chat hoa tan ciing nhu chét bao
quan lanh c6 nhiét d6 dong da thap hon binh thuong. Nhitng tinh thé nudc da
hinh thanh bén trong cling nhu sat bén ngoai té bao c6 kha niang gay ton thuong
co hoc 1én mang té bao va cac bao quan [97].

- Tang noéng d6 chét hoa tan trong moi trudng: ddy 1a hau qua cua sy hinh
thanh tinh thé nudce da. Khi nudce chuyén sang dang tinh thé tinh khiét, luong
nuée ¢ thé 1ong s& giam di. Do d6, ndng d6 cac chat hoa tan ting 1én gy mat
can bang vé ap luc tham thau, kéo nudc tir bén trong té bao ra ngoai va lam ton
thuong mang lipoprotein cia té bao [16], [106].

- Tang nhiét do tiém an: day ciing 1a mot hau qua cua sy hinh thanh tinh thé
nuéc da. Phan tir nude khi chuyén tir thé 16ng sang thé ran s& lam thoat ra mot
luong nhiét. Néu nhiéu phan tir nude cing chuyén sang thé ran thi luong nhiét
thoat ra du 16n dé 1am thay doi nhiét do ctia moi truong dang tir vai do am 1én lai
0°C. Thay d6i nay anh huong dén chirc ning cia té bao sau khi ra dong [106].
1.3.2.2.Cdc bién phdp han ché ton thwong té bao khi lam lanh
* Sir dung chat bdo qudn lanh: Cac mdi trudng ding dé dong lanh hién nay ludn
str dung mot hay nhiéu hop chét co tac dung bao vé phoi khoi hau qua bat loi cia
qua trinh dong lanh. Céac hop chét nay duoc goi 1a chat bao quan lanh hay chét
bao vé dong lanh cryoprotectants (CPAs): dimethysulforxide (DMSO),
propylene glycol (PG), ethylene glycol (EG). Céac chat bao vé dong lanh nhin



