KHOA HOC - CONG NGHE VA POI MOT

TAO PHOI BO DON TINH IN-VITRO

Béng cac ki thuat nhan ban vé tinh nhu hoat hoa té bao tring va nudi phéi, buéc dau cac nha khoa hoc
thudc Vién Chéan nudi da tao dugc phdi bo don tinh in-vitro nham muc dich sl dung nhu mét déi chiing dé
nghién clu, chuan hoéa céc diéu kién tién hanh tao phdi bo nhan ban tii céc té bao triing nudi thanh thuc c6
va khéng c6 mang sang. Thanh cdng nay hiia hen sé 1a tién dé cho céac nghién ctiu khac vé tao phéi va dong

vat nhén ban tai Viét Nam.

inh san don tinh la

mot hinh  thic sinh

san trong do co thé

méi cé thé dugc tao
thanh ti mot phan clia co thé me
ma khong can téi sy tham gia
cla con duc. Sinh sa&n don tinh
chi xay ra trong ty nhién déi véi
mot s6 loai dong vat bac thap
(rép, giun tron), mot so loai déng
vat khéng xudng séng, con doi
véi dong vat cé va thi khong xéy
ra hién tugng nay. Tuy nhién, co6
thé tao ph0| daon tinh in-vitro tu té
bao triing 6 dong vat co vu bang
cach cung cdp cac yéu toé kich
thich téng hop. Gan day, phdi don
tinh da dudgc nhiéu nha nghlen
clu quan tdm véi muc dich su
dung nguon phoi nay dé nghién
cliu cac diéu kién tao phéi nhan
bén bang cdy chuyén nhan té&
bao, chuyen gen, tham chi ching
con la tlem nang dé tao ra dong
t€ bao gbc da nang (Kharche va
Birade, 2013). Da c6 mét s6 nha
nghién clu bao cao vé viéc tao
phéi bo don tinh in-vitro (Wang
va cs, 2008). Phoi don tinh & bo
c6 thé dudc tao ra véi mot xung
dién, ethanol, canxi ionophore
A23187, cycloheximide (CHX),
triphosphate 1,4,5 inositol,
ionomycin hoac strontium
(Kharche va Birade, 2013). Viéc
két hgp cac chat kich hoat vdéi
nhau sé mang lai hiéu qua cao
trong viéc tao phdi don tinh in-
vitro (Jellerette va cs, 2004; Wang
va cs, 2008). Theo Kharche va
Birade (2013), t€ bao triing bo khi
dudgc xU ly véi ionomycin (5 phut),
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ti€p theo la xi ly vGi 6-DMAP sé
lam tang toi da su kich hoat qua
trinh sinh san don tinh & triing bo.
Phan Gng kich hoat (activation)
sinh san don tinh trong t€ bao
tring bo bdi mot s6 tac nhan
hoat héa c6 lién quan dén giai
doan phat trién cla t& bao tring
(Kharche va Birade, 2013). Khi
kich hoat té bao triing bo & giai
doan chua thanh thuc hoac da
hoan thanh qua trinh thanh thuc
tU rat 1au sé anh hudng dén hiéu
quéa cla qua trinh nay. Kharche
va Birade (2013) nhan thay khi
kich hoat t& bao triing bo G giai
doan nubi thanh thuc in-vitro dudéi
23 gid hoac hon 42 gig thi ty 1&
t€ bao triing bo dugc hoan thanh
qua trinh kich hoat dat < 40%.

Trong nghién culu nay, chung
téi tao phdi bo don tinh in-vitro
bang ionomycin va 6-DMAP tu té
bao triing bd nubi thanh thyc in-
vitro. Dugi day 1a moét sé két qua
chinh.

Noi dung va phuong phap nghién ciu

Tao nguén té€ bao tring
thanh thuc in-vitro

Cac té bao triing thu ti budng
tring trong dung dich TALP -
Hepes c6é bé sung khang sinh
(200 iu penicillin/ml va 0,2 mg
streptomycin) hoac PBS +
2,5% FCS (v/v) + khang sinh
(200 iu penicillin/ml va 0,2 mg
streptomycin); sau dé dugc nubi
thanh thuc in-vitrotrong moi
trudng TCM 199 + khang sinh
(200 iu penicillin/ml va 0,2 mg
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streptomycin) + hormone + 10%
FCS (v/v). Té bao tring thanh
thuc |a té bao triing xudt hién thé
cuc thé nhat sau nuéi, dudc s
dung cho qua trinh tao phéi ddn
tinh.

Hoat héa té bao tring bo
(activation)

TEé bao triing t6t sé dugc loai
bo 16p t& bao cumulus béng dung
dich TALP - Hepes c6 bd sun
Hyalurodinase (1 mg/ml). Cé thé
tao phéi bo don tinh voi té€ bao
tring bo0 cé mang sang hoac
khéng c6é mang sang. D&i vsi phoi
don tinh khéng mang sang thi té
bao triing bd thanh thuc trudc khi
hoat héa phai dugdc loai bd mang
sang bang dung dich TALP -
Hepes cé bé sung pronase (1,5
mg/ml).

Té bao tring thanh thuc cé
hoac khéng cé mang sang dugc
hoat héa trong dung dich TALP
- Hepes c6 b6 sung ionomycin
(5mM) trong 4 phuat, sau do
chuyén sang dung dich TCM 199
complete cé bé sung 1,9 mM
6-DMAP trong 3 gld G diéu kién
38,5°C, 5% CO,, d6 4m bao hoa.

Nuébi phéi in-vitro

Té bao tring sau xd ly voi
|ononmyC|n va 6-DMAP dugc rlia
va chuyén sang moi trudng nubi
phdi SOF c6 bd sung khang sinh
(200 iu pen|C|II|n/mI va 0,2 mg
streptomycin), nuéi & diéu kién
38,5°C, 5% CO,, do 4m bao hoa.
Déi voi ph0| ddn t|nh khéng mang
sang sé dugc nudi trong hé thong



dia nu6i micro well. B&i véi cac té
bao tring cé mang sang thi nudi
trong giot nudi (20 té bao tring/
giot). Xac dinh ty & té bao triing
phan chia & 48 gig, phoi nang &
ngay thu 7, phoi nang thoat mang
(d6i véi phdi bo don tinh cé mang
sang) & ngay thu 8-9 sau hoat
hoa.

Keét qua dat dugc

Kha nang phan chia, tao phoi
nang va phéi nang thoat mang
cla phoi bo don tinh co mang
sang hoac khong co mang séng
dugc thé hién & bang 1 va 2.
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K&t qua nghién ctiu budc dau
cho théiy t§/ I& t€ bao triing phan
chia & ngay tha 2, ty 1é tao ph0|
nang, phéi nang thoat mang va tu
tring thanh thuc c6 mang sang
cao han so vai té bao triing thanh
thuc bi loai bd mang sang.

K&t qua nay cé thé dua ra
nhan dinh rang viéc s dung
té bao triing c6 mang sang sé
mang dén hiéu qua tao phoi bo
don tinh cao han so véi st dung
t€ bao triing loai bd mang sang.
Tuy nhién, viéc si dung cac té
bao tring khdng c6 mang sang
c6 mot s6 thuan Igi trong ky thuat

Béng 1: két qué tao phéi bo don tinh in-vitro tir tring thanh thuc cé mang sang

Sé té bao tring thanh Sé té bao triing Sé phéi Sé phéi nang
thuc dugc hoat hoa phan chia nang thoat mang
n % n % n % n %

32 100 30 93,75 | 12 | 37,5 15,63

Béng 2: két qué tao ph6i bo don tinh in-vitro tr tring thanh thuc khéng c6 mang séang

S04 té bao triing thanh | S6 té bao triing | S& phdi nang (c6 thé coi 1a s&
thuc dugc hoat héa phan chia phéi nang thoat mang)
n % n % n %
15 100 13 86,67 2 13,33

Hinh 1: hinh &nh tao phdi bo don tinh in-vitro t triing thanh thuc ¢é mang sang
(A): té bao triing phén chia & ngay thd 2 sau hoat héa; (B): phdi nang bo & ngay thi 7
sau hoat héa; (C): phéi nang thoat mang & ngay thi 9 sau hoat hoa

Hinh 2: hinh &nh tao ph6i bo don tinh in-vitro t triing thanh thuc khéng c6 mang sang
(A): 1€ bao triing phan chia & ngay thi 2 sau hoat héa; (B): phdi nang bd & ngay thd 7
sau hoat hoa
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cloning nham dung hdp tao ra
cac “siéu phdi” (super embryos)
cling nhu tranh dugc mot sO ky
thuat vi thao tac chuyen nhan
phtic tap. Mac du ty |1&é phan chia
va tao ph6i nang co6 thap hon so
VvGi khi thao tac trén té bao triing
c6 mang sang, nhung ty 1&é nay
cling cao hon so v6i mot s6 bao
cao cla Cevik (2009) va Wang
(2008).

Nhu vay, trong nghién ctiu nay,
phoéi bo nhan ban daon tinh in-vitro
da dudc tao ra, va day la két qua
thanh cong dau tién vé phoéi nhan
ban don tinh tai Vién Chan nubi.
Sy thanh céng trong viéc tao phoi
bo nhan ban don tinh in-vitro hiia
hen la tién dé cho cac nghién
cliu khac vé tao phoi va dong vat
nhan ban tai Viét Nam &

Nhom nghién ctiu cong nghe sinh san
Phong thi nghlem trong diém cong nghe
1€ bao dong vat, Vién Chan nudi
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