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MOI LIEN HE GIUA MUC PQ PHAN MANH DNA TINH TRUNG
VA CAC CHI SO TINH DICH PO O NAM GIOI VO SINH

Dwong Thi Nhan'?, Nguyén Pht Hing"
1Tru’d}~1g Dai hoc Khoa hoc - DH Thdi Nguyén,
2Khoa Ho tro Sinh san - Bénh vién A Thdi Nguyén

TOM TAT

Céc nghién ctru gan day chi ra rang mirc 6 dirt gdy DNA tinh tring & nam gi6i vo sinh cao hon &
ngudi binh thudng va c6 mbi lién quan giita mirc d6 di dang cua tinh tring voéi sy phan manh
DNA tinh tring. Tuy nhién, yéu t6 dé du doan mirc ¢ phan manh DNA tinh tring khong phai 1a
hinh dang tinh tring va nhiing tinh tring binh thuong van c¢6 thé mang DNA bi phan méanh. Trong
nghién ciru nay, nhém tac gia tién hanh xac dinh sy phan manh DNA tinh tring bang phuong phap
SCSA (Sperm chromatin structure assay) va danh gia méi tuong quan gifra cac chi s tinh dich d6
v6i mirc d6 phan manh DNA tinh trung. Két qua nghién ctru nay chi ra rang ty 1é phan manh cao
lién quan dén mirc d6 di dong va ty 1¢ séng cia tinh tring. Mat khéc, & do pH théap, < 7,2 thi ty 1
phén manh DNA cua tinh trung cao hon 6 rét so véi nhom pH > 7,2. Khong c6 sy khéac biét nao
vé mirc do phan manh cua tinh trung theo d tudi va mat do tinh trung.

Tur khéa: Y- sinh; phdn manh DNA tinh trung; tinh dich do: vé sinh nam, SCSA.
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ABSTRACT

Many recent studies have shown that the level of sperm DNA fragmentation is higher in male
infertility than in normal people and there is a correlation between sperm deformity and sperm
DNA fragmentation, but the factor to predict the degree of sperm fragmentation is not the sperm
shapeand the normal sperm can still carry fragmented DNA. In this study, the authors developed a
procedure to determine the fragmentation of sperm DNA by SCSA method and evaluate the
correlation between semen index and degree of sperm DNA fragmentation. Our results suggests
that sperm DNA fragmentation index is closely associated with sperm mobility and sperm
viability. On the other hand, at a pH <7.2, the fractionation level is significantly higher than that of
the group with a pH > 7.2. There is no difference in the degree of sperm fragmentation by age and
sperm density.
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1. Pit van dé

V6 sinh di tro nén pho bién trén toan thé gidi
va anh huong dén hon 70 tridu cip vo chong
trong d6 tudi sinh san [1]. Theo ghi nhan cua
y vin thé gidi, ty 1& vo sinh nam chiém tir 30
— 40% va cach day hon 10 nam, ty 1¢ nam
gidi diéu tri hiém mudn c6 lién quan dén bat
thuong tinh dich chiém 77,3% [2]. Trong hai
thap ky qua, hinh thai tinh trung dugc cong
nhan la mot yéu td du bao quan trong vé két
qua trong thu tinh nhan tao IVF va ICSI [3].
Céc nghién ctru khac nhau di chi ra rang ¢
nam giéi vo sinh ¢6 muc d6 phan manh cua
DNA tinh trung cao hon so v4i nhém sinh san
binh thuong [4]. Pong thoi c6 mdi lién quan
giita mirc d6 bat thuong vé hinh dang ciia tinh
tring véi sy phan manh DNA tinh trung [5].
Tuy nhién, nhiing tinh trung cé hinh dang
binh thuong va kha ning di dong tot, mat do
cao van tiém an kha nang bi phan manh DNA
h¢ gen [5].

Tinh trung c6é muc d6 phan manh DNA cao s&
anh huong t6i két qua c6 thai ty nhién ciing
nhu cua cac truong hop bénh nhan duoc didu
tri bang cac phwong phap hd trg sinh san.
Trong d6, 1am giam ty 1& thu tinh ddi véi cac
truong hop lam ICSI, tang nguy co say thai,
giam chét luong phoi, giam ty 1& lam to [4].
Theo AzizN va cong su (2008), thit bai ciia TUI
doi hoi phai danh gia thém cac dac tinh sinh hoc
cia tinh trung, chéng han nhu diu hiéu
apoptotic va phan manh DNA tinh trung [6].
Nim 2016, mot hoi dong bao gdm nam bac si
tiét niéu va bac si nodi khoa cung voi chuyén
gia vé v sinh nam d3 dua ra khuyén nghi dua
trén bang ching va dwa ra cac phuong phap
danh gia sy phan manh DNA tinh trung [1].
Cac phuong phap danh gida mic do phan
manh cua tinh trung da dugc xay dung thanh
cong trong nhimg nim gan day nhu phuong
phap khao sat cdu tric nhidm sic chit tinh
trung (SCSA), phuong phap dién di trén ca
thé t& biao don (COMET), phuong phap
nhudém acridine orange (AOT), phuong phap
danh dau dut gdy DNA bang cac dUTP dugc

Xuc tac boi enzyme terninal
deoxunucleotidyltransferase (TUNEL),
phuong phap dich ma dit giy tai chd (ISNT)
va phuong phap khao sat sy phan tan nhiém
sdc chat cua tinh tring (SCD) [7]. M6t trong
nhitng phuong phép pho bién va hién dai nhat
hién nay duogc st dung dé danh gia su phan
manh DNA tinh trung 14 phuong phap SCSA.
Phuong phép nay s€ dinh lugng sy phan
manh DNA tryc tiép dua vao su két hop DNA
bi bién tinh véi chat nhuém DNA huynh
quang acridine orange. Gid tri ngudng cua
SCSA da duoc xac dinh va dua vao trong
chan doan 1am sang [8]. SCSA 1a mét phuong
phap c6 nhiéu tiém ning hd trg cho chan doan
va diéu tri cta céc cap vo chéng hiém muén.
Muyc tiéu trong nghién ctru nay la nhom tac
gia tién hanh danh gia c6 hay khong mbi lién
hé gilta mic d6 phan manh cia tinh trung
(bang k¥ thuat SCSA) véi cac chi s tinh dich
d6 dé 1am co sé cho viéc nang cao chat luong
thy tinh trong dng nghiém (IVF).

2. P6i twong va phwong phap nghién ciru
2.1. Péi twong nghién ciru

Mau tinh dich ctia 119 bénh nhan nam duoc lay
bang phuong phap thii ddm khi dén kham tai khoa
HO tr Sinh san - Bénh vién A Thai Nguyén.

Tiéu chuin loai trir: Loai bd cdc mau tinh
dich c6 thé tich dudi 0,2 ml hodc cac miu
khong c6 hoic co rit it tinh tring
(Azoospermia).

2.2. Phwong phdp nghién ciru

Sir dung phuong phép nghién ctru md ta cat ngang.
2.3. Phwong phdp thu nhin méau bénh phim
va dir liéu tinh dich dé

Mau tinh dich sau khi xuét tinh duoc thu nhan
vao lo dung mau chuyén dung va cho ly giai
tir 15 — 60 phat. Sau d6, khi mau dugc danh
gia mat dg, d6 di dong va mot s6 chi tiéu khac
theo quy trinh chuin (WHO, 2010) [9], di
liéu duoc thu nhan va dung trong cac phan
tich tiép theo. Mau tinh dich duoc luu trit & -
20°C va -86°C va duoc phan tich tai phong thi
Cong nghé gen va Té bao - Truong Dai hoc
Khoa hoc - Pai hoc Thai Nguyén.
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2.4. Phwong phdp khdio sdt ciu tricc nhiém
sic chit (SCSA)

Budc 1: Pha lodng mau tinh dich trong dung dich
TNE 1X dén mét do 1 — 2.106 tinh trang/ mL.
Buéce 2: Xir Iy mau véi dung dich acid loing
(HCI 0,08N) trong 30 giay.

Buéc 3: Nhuom mau véi dung dich AO (6
pg/ml) trong 30 gidy.

Buéc 4: Chay mau qua may FCM (chay lap
lai 2 1an cho mot mau).

Diéu chinh thong s6 ctia may FCM dé may
thu nhan 10.000 su kién.

Budc 5: Xir 1y s6 lidu va tinh chi s6 DFI bang
phén mém BD Accuri C6. S6 liéu thu duoc tir
10.000 su kién s€ duoc loc va loai bo cac tin
hiéu nhiéu, loai bé céc té bao HDS (tin hi¢u
xanh qua cao).

Chi s6 phan manh DNA tinh tring (DNA
Fragmentation Index — DFI) dugc xac dinh
dua vao cong thirc sau [10]:

Tin hiéu huynh quang mau do

(%)

- Tong tin hiéu huynh quang (do + xanh 14)

Dua vao chi s6 DFL su phan manh DNA tinh
trung dugc chia thanh 3 mtre d¢ [10]:

* DFI < 15% phan manh DNA tinh trang ¢
mirc do thap.

e 15% < DFI < 30% phan manh DNA muc
trung binh.

e DFI > 30% phan manh DNA murc cao.

Tuy nhién, trong nghién ciru nay, nhém téc
gia tién hanh phan tich mdi twong quan giira
céc chi 6 tinh dich dd, d6 tudi, voi 2 muc do
phan manh cua tinh trung gém (1) mic do
cao (DFI > 30%) va (2) mtc d¢ trung binh va
thip (DFI <30%). Do tudi dugc chia lam 2
nhom 12 > 35 tudi va < 35 tudi.

2.5. CAc bién sé trong nghién ciru

Céc bién sb trong nghién ctru gdm: do tudi,
d6 pH cua tinh dich, mat d6 tinh trung, do di
dong, ty 1& song, hinh dang tinh tring va do
phan manh cua tinh trung.

2.6. Phan tich xir Iy s6 ligu
Dir liéu thu dugc dugce phan tich theo Chi-Square
Test trén phan mém GraphPad Prism 5.0.
Nghién ciru tuan thi cac quy dinh vé y duc va
chi nhdam muc dich khoa hoc, duoc Hoi déng
Y dirc Bénh vién A cho phép trién khai.
3. Két qua va ban luin
3.1. Pdc diém nhém tudi va cdc chi sé tinh
dich do ciia doi twong nghién ciru
Dic diém vé tudi va tinh dich dd cua 119
bénh nhan dén kham va diéu tri tai Khoa hd
trg sinh san — Bénh vién A Thai Nguyén trinh
bay trong bang 1.

Bang 1. Ddc diém vé tuéi va tinh dich do ciia doi

twong nghién ciru

Pic diém Trung binh + Giéi han
dd 1éch chuén

Tudi 32,86+ 6,40 22 -53

Thoi gian kiéng 4,05+ 1,55 2-15

xuét tinh (ngay)

Thétichxuéttinh(ml) 2,95 + 1,27 1-7

Do pH 7,96 +6,17 7,0-78

Mat do (x108 tinh 22,29 +13,14 1-73

trung/mL)

Di dong tién toi 24,53 + 6,34 0-38

PR (%)

Di dong khong 26,77 £6,34 0-44

tién t6i NP (%)

Bitdong IM (%) 48,80 + 10,27  31-100

Tyesong(TLS)(%) 65,11+1052  10-85

Hinh dang tinh 1,17+0,47 1-4

trung (%)

Theo s6 liéu thong ké, do tudi trung binh cia
bénh nhan dén kham vo sinh nam trung binh
la 32,86 tudi. Piéu nay cho thiy khuynh
huéng vo sinh & nam gidi ngay cang tré hoa.
Céc chi s6 dugc phan tich trong tinh dich d6
cling chi ra hau hét c6 chi sé pH > 7.2, mat do
tinh tring dao dong tir 1 — 73.10°. Ty 1é song
cua tinh trung trung binh 1a 65% nhung co6 su
dao dong 16n tir 10% - 85%, diéu nay cho
théy mot bd phan bénh nhan co chét luong
tinh trang kém.

3.2. Twong quan giiva chi s6 phdan manh DNA
tinh tring va dg tudi ciia bénh nhan vé sinh
Céc ddi tugng dén kham tai khoa HJ trg sinh
san - Bénh vién A Thai Nguyén déu trong do
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tudi sinh san. Nhom tac gia da tién hanh phan
tich tinh dich d6 tir 119 mau bénh pham sau
khi cac mau tinh tring nay dwoc liy bing
phuong phap thii dam, dénh gia dai thé va vi
thé theo tiéu chuan cia WHO (2010). Mot
phan tinh dich dwoc chuyén sang Phong thi
nghiém Cong nghé gen va té bao — Truong
bai hoc Khoa hoc — Dai hoc Thai Nguyén dé
tién hanh phan tich d6 phan manh DNA tinh
tring bang phuwong phap SCSA trén hé thong
Flow cytomtry Accuri C6 Plus.

Su phan bd ctia mdi nhom bénh nhéan va chi
s6 phan manh twong tng duogc thé hién trong
bang 2.

Bang 2. Nhom tuéi va mie do phin manh DNA

tinh trang
Nhoém Chi s6 phan Tong P
tudi ménh DFI (trudng hop)
DFI< DFI> 119
30 30
<35 60 16 76 0,262
tudi
>35 30 13 43
tudi
150+
g ]
-
€
“EWU-: o®
c
50 "L
o Ll ) o 'L
E 8840 % s L
Nhom<35tudi  Nhom > 35 tudi

Hinh 1. Twong quan giira chi sépﬁdn mdanh DNA
tinh trung va do tuoi

Bang 2 cho thdy, su khac biét vé mutrc do phan
manh theo nhom tudi trong nghién ctru nay la
khong 16 rang (p = 0,2625). Diéu nay chi ra
ré“mg, & bat cr d0 tudi nao, DNA cua tinh
tring van c6 thé bi phan manh. Mot két qua
twong tu ciing da duoc Salah Elbashir chi ra
trudc do voi P = 0,076 [11].

Hinh 1 cho thiy mic d6 phan manh DNA
tinh trung khoang 22 - 23% gilta cac nhom

tudi. Tuy nhién, & nhém tudi dudi 35 van co
mot vai truong hop cd ty 1€ miac d6 phan
manh cua tinh trung khé cao.

3.3. Twong quan giita chi sé phan mdnh
DNA tinh tring va do pH

Ngoai cac chi sb vé tinh trung, cac tri sb vé
pH tinh dich cling c6 gia tri quan trong trong
danh gia vo sinh & nam gi6i. O trang thai sinh
1y binh thuong, dich thi tinh mang tinh kiém,
trong khi d6 dich tuyén tién liét mang tinh
axit, sy pha tron cta hai dich nay lam cho d6
pH cua tinh dich c6 tinh kiém (pH = 7,2 - 8).
Két qua phan tich trong bang 3 cho thay, sd
luong bénh nhan co6 pH tinh dich thip chi
chiém ty 18 12/119 nhung 50% trong s d6 c6
DFI ¢ mure cao (hinh 2). Ty 1€ nay cao hon 1o
rét so voi nhom cé chi s6 pH 16n hon 7,2 véi
23/107 truong hop ¢6 mic d6 phan manh cao
(p = 0,0292). Piéu nay c6 thé duoc giai thich
rang, nhitng bénh nhéan c6 pH tinh dich < 7,2
13 nhimng trudng hop ma tinh dich c6 thé chua
dich tiét chu yéu tir tuyén tién liét va chuc
nang tinh hoan c6 thé bi suy giam.

Béng 3. Chi s6 pH va mike dé phdn manh ciia tinh tring

PO pH Chi s6 phin Tong P

cia manh DFI (trwong
tinh DFI < DFI > hegp) 0,0292
dich 30 30
pH<7,2 6 6 12
pH>72 84 23 107
Tong 90 29 119
(trudong
hop)

150+
g ]
£=
5 1004
< 100 . .
c
s 1 3
© 501 * am
(&) E
S

4 "L
E c‘ m ..-
pH=27,2 pH< 7,2

Hinh 2. Mitc dj phdan manh theo dé pH cua tinh dich
Néu tai tinh khong ¢, teo hay vo chirc ning,
hay bé tic ca hai dng phong tinh, thé tich tinh
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dich s& thap (<1 mL) va pH axit (< 7,0) vi
tinh dich chi co dich tuyén tién liét 1a chu yéu.
Két qua trong nghién ctru nay ciing phu hop
v6i cong bd trude d6 vé anh huong cia pH
1én mrc d phan manh cua tinh trung [12].
3.4. Twong quan gita chi sé phin mdnh
DNA tinh triung va mdt dp tinh trung
Trong huéng dan cia To chic Y té thé gidi
vé danh gia chét lugng tinh dich ngudi nim
1999, mat d¢ tinh tring tdi thiéu dat dugc 1a
20.106TT/ml ddi véi nguoi ¢ kha ning sinh
san binh thuong. Tuy nhién, do nhiéu nguyén
nhan khac nhau di dan téi su suy giam chat
lwong tinh dich cta nam giéi. Nam 2010, T
chie Y té thé giéi da dua ra huéng dan danh
gia chét lugng tinh dich nguoi va theo do, mat
do tinh trang ti thidu ciia mot ngudi nam c6
khd ning sinh san binh thuong la 15.106
TT/ml.
Trong nghién ctru ndy, nhom tac gia chi ra rang
khong c¢6 mbi lién hé nao giita mat do tinh tring
va muc do phan manh DNA tinh tring dugc tim
thay, hay noi cach khac chung doc 1ap voi nhau
(p=10,2096) (bang 4 va hinh 3).

Bang 4. Mdt dj tinh trimg va chi sé6 phdan manh

Trong mot nghién ctru ciia Zhonghua va cong
sy da st dung phu(mg phap SCD (sperm
chromatin dispersion) dé phan tich mac do
phan manh cua tinh tring trén va chi ra chiing
c6 mdi lién hé v&i mat do cua tinh trung (p <
0,01) [13].
Tuy nhién, két qua nghién ciru ctia nhom tac
gia pht hop v&i mot nghién ctru gan ddy cia
Salah Elbashir (2018) trén 182 truong hop da
chi ra rang khong c6 mdi lién hé nao giita
murc d6 phan manh véi mat dg cua tinh trung
(T test, p =0,181) [14].
3.5. Twong quan gita chi sé phin mdnh
DNA tinh trung va do di dong
Do di dong cuia tinh trung dugc danh gia theo
tiéu chuan cia WHO 2010.
Bang 5. Murc do phan manh DNA tinh trung va do
di dong cua tinh trung

Chi 50
phin manh
Py di dong DFI Tong

(PR + NP) DFI Dfy (truong

DNA tinh tring

Méat dd Chi s6 phan _;
tinh ménh DFI (Tt‘r’“gn P
trang DFI  DFI h“) g
(TT/ml) <30 >30 P
Mat do <
15 108 26 12 38 0,2096
Mat do >
15106 64 17 81
Tong
(trudng 90 29 119
hop)

150+
=
=
| g
"Eﬂ!l-‘- . ™
c ]
2.
S o]
= 1 --. --
=

0

Mat do = 15.10° Mat do < 15.10°

Hinh 3. Miic do phin manh theo mdt do cua tinh tring

30 30
PR + NP > 84 22 106 0,0087
40%
PR + NP < 6 7 13
4Q%
Tong (truong 90 29 119
hop)
1501
é‘:’_
o —
;-C
£100- . -
5
5 °® -
5501 * e :I
5 g _u
= .
- PR+NP 240% PR+NP<40%

Hinh 4. Mikc dé phdn manh theo dé di dong cua
tinh tring

Céc chi s6 dugc danh gia bao gdm céc chi s6
PR 1a s0 tinh trung di dong tién t6i va NP la chi
s0 tinh tring di dong khong tién toi. DY di dong
ctia mot ngudi nam binh thuong khi gia tri toi
thiéu dat 40% cho ca 2 chi so6 PR va NP.

Két qua phan tich dwoc chi ra trong bang 5 va
hinh 4.
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Trong nghién ctru nay, d6 di dong va mirc do
phan manh DNA tinh trung ctia cic trudong
hop vo sinh nam ¢6 mdi trong quan mat thiét
v6i nhau (p = 0,0087). Trudc d6, mdi lién hé
thudn gitta mic d6 phan manh cao vaoi do di
dong kém da dugc chi boi Salah Elbashir (p =
0,01) [14].

3.6. Twong quan giita chi sé phin mdnh
DNA tinh tring va ty 1é song

Két qua phan tich mic do phan manh DNA
tinh trung va ty 1& séng duoc thé hién trong
bang 6 va hinh 5.

Bang 6. Muic dé phan manh DNA tinh trung va ty

1é song
Ty 1& Chi so6 phan Tén B
song méanh DFI (tru'g’n
ciia tinh DFI  DFI g

tring <30 >30 P

TLS <

68% 49 22 71 00409
TLS >
68% 41 7 48
Tong
(truong
hop) 90 29 119

Ty 18 séng (TLS) trung binh cua tinh tring
trong nghién ctru nay la 65,11 + 10,52.

1504
= ]
=
= 1
E100*_ "y
g 4
@ ] -
g ] "an
< 50 . [
o 1 LI a® L
5 ] » .“' °
= ] weess

0 o
TLS = 68% TLS < 68%

Hinh 5. Mikc d@é phdn manh theo ty 1¢ song (TLS)
cua tinh trung

Két qua phan tich trong bang 6 va hinh 5 cho
thiy nhom c6 ty 1& séng thap (dudi 68%) co
mirc do phan manh cao hon so véi nhom c6 ty
1¢ séng trén 68%. Su sai khac nay c6 ¥ nghia
v6i p = 0.0409. Két qua nay phu hop véi cac
cong bd trude do [14], [15].

4. Két luan

Trong nghién clru nay, nhom tac gia da chi ra
rang, cac bénh nhan v sinh nam c6 chi s6 pH

tinh dich cao, d¢ di dong tinh trung kém va ty
1¢ sdng nho hon 68% déu co ty 1¢ phan manh
& murc cao (DFI > 30) hon 10 rét so véi nhom
tuong Ung gém cic bénh nhan co6 pH tinh
dich duéi 7,2, d di dong tot va ty 1é song trén
68%. Tuy nhién, khong cé sy khac biét nao
vé mirc d6 phan manh theo nhém tudi, theo
mat d¢ tinh trung. Panh gia mtic d6 phan
manh két hop voi cac dic diém tinh dich d6
gitip dua ra nhitng phac do hd tro sinh san t6t
hon cho cac bénh nhéan v6 sinh nam.

Lo&i cam on

Pé tai nghién ctru nhan duoc sy giup d& tir
Bac si CKH II Ha Hai Bang, Béc si Vii Pao
Minh Thong, Bac si Hitra Minh Tuén, Bac si
Tran Thu Lé cung tap thé Khoa hd trg sinh
san Bénh vién A Thai Nguyén.
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