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Male infertility is a complex disease caused by many factors,
including defects in many genes involved in spermatogenesis. In
particular, TEX15 gene has been shown to be associated with male
infertility in many populations around the world. This study aimed to
evaluate the correlation of TEX15 rs323346 polymorphism with male
infertility in Vietnamese population. Total DNA was extracted from
401 samples, including 202 male infertility and 199 healthy men with
at least one child. The genotypes/alleles of the TEX15 rs323346 were
determined by PCR-RFLP. Statistical analysis results showed that the
distribution of the genotypes of the rs323346 follows Hardy-
Weinberg equilibrium (p > 0.05). Chi-square test results showed that
this polymorphism did not affect the risk of male infertility (p > 0.05).
This is the first study to evaluate the association of TEX15 rs323346
with male infertility in the Vietnamese population. The results will
contribute to the genetic database of male infertility in the Vietnamese
population.
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V6 sinh nam Ia mot bénh phuc tap gay ra boi nhiéu nguyén nhan, bao
gom céc sai hong cua nhiéu gen tham gia qua trinh sinh tinh. Trong
do, gen TEX15 (testis expressed 15) duwoc chung minh 1a ¢c6 lién quan
dén v6 sinh nam & nhiéu quan thé trén thé gisi. Nghién ctru nay nham
danh gia mbi twong quan cua da hinh rs323346 gen TEX15 véi vO
sinh nam & nguoi Viét Nam. DNA téng sé dugc tach chiét tir 401
mau, bao gdm 202 nam giéi duoc chan doan vé sinh va 199 nam gidi
khoe manh cé it nhat mot con. Kiéu gen/allele cua da hinh rs323346
gen TEX15 dugc xac dinh bang phuong phép PCR-RFLP. Két qua
phan tich théng ké cho thdy su phan bd kiéu gen cua da hinh
1s323346 tuan theo dinh luat Hardy-Weinberg (p > 0,05). Két qua
kiém dinh Chi-square cho thiy da hinh nay khong anh huéng dén
nguy co mac vo sinh nam (p > 0,05). Pay la nghién ctru dau tién
danh gia méi lién quan ctia da hinh rs323346 gen TEX15 véi vO sinh
nam & quan thé nguoi Viét Nam. Két qua cua nghién ctiu nay s€ gop
phan vao co s& dit liéu di truyén caa bénh vo sinh nam & quan thé
nguoi Viét Nam.
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1. Giéi thiéu

V6 sinh 1a mét van dé sirc khoe toan cau c6 anh huéng t6i khoang 48,5 triéu cip vo chong
trén khip thé gioi [1]. Bat thuong ¢ nam gici gay vo sinh khoang 50% cac cap vo chdng va
chiém khoang 7% dan sé thé gidi [2]. Trong do, khodng 15 - 30% trudng hop vo sinh nam la do
cac bat thuong di truyén, bao gém bién d6i nhiém sic thé, mat doan AZF (azoospermia factor)
trén nhidm sic thé Y, dot bién gen [3], [4]. Cac dot bién nay c6 thé 1am anh huéng toi qué trinh
sinh tinh dan dén khong c6 tinh trang trong tinh dich hay vé tinh (azoospermia) hoic it tinh tring
trong tinh dich hay thiéu tinh (oligozoospermia) [5], [6]. Sinh tinh 1a mét qué trinh v6 cing phirc
tap, xay ra trong cac 6ng sinh tinh trong tinh hoan, kéo dai 74 ngay bét dau tir tinh nguyén bao,
trai qua qua céc giai doan nguyén phan, giam phan va bién doi hinh thai, tr d6 tao ra tinh triing
truong thanh [3], [7], [8]. Qua trinh nay dién ra dudi su hoat dong cua hon 2000 gen véi khoang
600-900 gen chi duoc biéu hién duy nhit & cac té bao mam duc [9]-[11]. Trong do, dot bién & bét
Ky gen ndo ciing co thé 1a nguyén nhan gay ra khiém khuyét tinh tring, dan dén vo sinh nam [2].
Ho gen TEX (testis expressed) rat dang chu y, véi hau hét cac gen trong ho duoc biéu hién trong
tinh hoan va tham gia vao cac con duong khac nhau trong qué trinh sinh san néi chung va sinh tinh
noi riéng xay ra & ca nguoi va cac loai dong vat cd vi khac [12]. Nhiéu nghién ctru di chiig minh
rang cac thanh vién caa ho gen TEX c6 vai trd quan trong trong viéc gay vo sinh nam va mét s gen
¢6 thé dwoc sir dung nhur cac marker sinh hoc trong chan doan v6 sinh nam [12], [13].

Gen TEX15 (MIM*605795) la mét trong céc gen thudc ho TEX, nam trén nhiém sic thé sé 8
(8p12), c6 kich thudc khoang 81 kb va gom 12 exon [14]. Gen nay ma hoa cho protein TEX15
véi 3172 axit amin biéu hién chi ¢ tinh hoan va trang [14]. Trong qué trinh sinh tinh, gen TEX15
biéu hién nhiéu trong té bao mam, tinh nguyén bao, tinh bao & giam phan | va dugc diéu hoa & ky
dau cua giam phan | [15], [16]. Hon nira, TEX15 can thiét cho qué trinh tlep hop nhiém sic thé
va tai t6 hop trong giam phan ¢ té bao mam, do do thiéu protein nay c6 thé dan dén tc ché giam
phén [17].

Céc nghién ctu trude day da phat hién duoc nhidu dot bién trén gen TEX15 & bénh nhan vo
sinh nam [18]-[22]. Ngoai ra, c&c nghién clru twong quan gitta da hinh trén gen TEX15 véi v
sinh nam ciing dwoc tién hanh trén nhiéu quan thé nguoi trén thé gi¢i nhu Chau Au, Trung Qudc,
Iran... [23]-[27], trong d6 c6 nghién cuu vé da hinh rs323346 gen TEX15. Pa hinh nay 1a mot
bién thé sai nghia thay ddi nucleotide A>G tai vi tri 4252 trén cDNA cua gen TEX15, dan dén
thay doi axit amin Isoleucine thanh Valine tai vi tri 1418 (NM_001350162.2:c.4252A>G,
p.11418V). Phan tich in silico anh huong cua da hinh p.I1418V ddi vai protein TEX15 bang phén
mém CADD (Combined Annotation Dependent Depletion), mét cong cu danh gia mirc do anh
hudng cua cac bién ddi nucleotide don 18n chirc ning protein, cho thiy da hinh nay c6 chi s anh
huéng c6 hai twong ddi cao 13 13,74 [28]. Bé danh gia anh huéng cua da hinh nay véi vo sinh
nam & quan thé nguoi Viét Nam, ching t6i d tién hanh nghién ctu bénh chung cua da hinh
rs323346 gen TEX15 voi nguy co mac vo sinh nam & quan thé ngudi Viét Nam.

2. Pdi twong va phwong phap nghién ciru
2.1. Déi twong

Mau mau ngoai vi thu thap tir 401 nam gidi (gom 202 bénh nhan dugc chan doan mac vo sinh
nam va 199 nam giéi khée manh c6 it nhat mot ngudi con sinh ra bang phuwong phap mang thai tur
nhién) duoc sir dung cho nghién ciu ndy. Nhitng bénh nhin vé sinh nam dwoc lra chon bao gébm
nhitng ngudi méc vo tinh khong bé tic tu phat (thuc hién tinh dich dd khong phat hién thay tinh
tring hoc s6 lugng tinh tring thap (< 15 triéu tinh trang/ml tinh dich). CAc bénh nhan dugc kiém
tra dam bao khdng mang bét thuong nhidm sic thé, mat doan AZF va khdng méc cac bénh cé anh
huéng dén kha ning sinh san (viém mao tinh hoan, cac bénh lay truyén qua duong tinh duc,
nghién ma tdy, quai bi...). Nguoi tham gia trong nghién ctru nay déu ty nguyén va dong y xac
nhan vao don hién mau cho nghién ctu. Viéc tién hanh ldy mau mau va thuc hién nghién ctu da
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dugc sy dong ¥ cia Hoi dong dao dirc trong nghién ciu cua Vién Nghién ceu hé gen, Vién Han
lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Mau mau (2 mL) thu thap tir cac doi tuong trén dugc
dung trong 6ng chong dong EDTA va bao quan ¢ -20°C.

2.2. Phwong phép
2.2.1. Tach chiét DNA téng sé tir C&C mau mau toan phan

DNA tdng sb duoc tach chiét tir 401 miu méu toan phan sir dung bo kit "GeneJET Whole
Blood Genomic DNA Purification" cua hing Thermo Fisher (USA) theo huéng dan cia nha san
xuit. Do tinh sach va chat luong cia DNA duoc kiém tra bang phuong phap do quang phd va
dién di trén gel agarose 1%. Tét ca cac mau DNA dat chit lugng sau d6 dugc pha lodng vé nong
d6 ~ 2,5 ng/uL va dugc luu trir ¢ -20°C.

2.2.2. Ky thugt PCR va RFLP

DNA tong sé cua 401 mau duoc st dung dé khuéch dai doan gen chira da hinh rs323346 gen
TEX15 bang phan tng PCR véi cap moi thiét ké bai Primer blast (NM_001350162.2), tong hop
bai Cong ty C6 phan Phi Sa Genomics, Viét Nam (Bang 1). Chat lwong san pham PCR duoc
danh gi4 bang phuong phap dién di trén gel agarose 1,2%. Sau dé, san pham PCR duoc cit bang
enzyme gi6i han Tasl (Thermo Fisher, USA) theo hudng dan ciia nha san xuat. H3n hop phan
g cit duoc G ¢ 65°C trong bé 1 nhiét tir 4-6 gior va sau d6 duoc dién di trén gel agarose 3%.
Kiéu gen cua cac mau dugc xac dinh dya trén sé luong va kich thude cac bang DNA xuat hién
trén gel dién di (Bang 1).

Bang 1. Danh sach moi duwroc ding cho phan #ng PCR-RFLP

. PCR-RFLP
N PR San pham i}
Gen/SNP Trinh tw maéi (5°-3”) PCR (bp) Kidu Kich thwéc cac
gen doan cat (bp)
TEX15 F: CTTTCCCAGAAATGATTGCATATAA 224 :II'—Z ;g 581 224
rs323346 R: CAGTCAGAAAAGCACATTAAG cC 22;1 ’

2.2.3. Phan tich thong ké

Kiéu gen cua 401 mau thu dugc tir két qua PCR-RFLP duoc phan tich bang Microsoft Excel
(Microsoft Corp., Washington, DC, USA) va phan mém R ban 4.0.3 [29]. Phan bé kiéu gen cua
da hinh rs323345 gen TEX15 dugc kiém tra xem c6 tuan theo dinh luat Hardy-Weinberg (HWE)
st dung kiém dinh Chi- -square (x2), néu gia tri p > 0,05 thi tuan theo HWE [30]. Phan tich méi
tuong quan gitra kiéu gen/tan suat allele cua da hinh rs323346 véi vo sinh nam duoc thuc hién
theo 3 md hinh di truyén 1a cong gop, troi va lan sir dung géi cong cu “epitools” [31]. Mbi tuong
quan gitra da hinh va vo sinh nam dugc tinh khoang tin cay 95% (95% CI) va ty 1€ chénh léch
(OR) cho bién nhi phan, néu gia tri p < 0,05 thi dugc coi la c6 ¥ nghia thong ke.

3. Két qua va thao luan
3.1. X&c dinh thanh phan kiéu gen ciia da hinh rs323346 gen TEX15

Poan DNA chira da hinh rs323346 gen TEX15 sau khi khuéch dai bang phan tng PCR duoc
cit bang enzym gidi han Tasl. Két qua dién di 6 miu dai dién trén gel 3% duoc thé hién trong
hinh 1 cho thiy, & giéng 4 c6 1 bang véi kich thudce 13 224 bp tuong tng kiéu gen 1a dong hop tir
CC. Theo ly thuyét, mau dién di & hai giéng s6 1 va 6 c6 kiéu gen di hop tir TC can c6 3 bang véi
kich thudce 1a 224 bp, 201 bp va 23 bp (Hinh 1). Tuy nhién, bang DNA kich thudc 23 bp khong
quan sat duoc trén gel agarose 3% do kich thudc qua nho. Tuong tw, mau & giéng s6 2, 3va 5 ¢o
kiéu gen TT chi c6 1 bang kich thudc la 201 bp.
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M 1 2 3 4 S 6
500bp
300bp +«———224bp
<+<—201bp
100bp —

Hinh 1. Pién di san pham PCR sau khi dugc xit 1y v6i enzyme Tasl
M: Marker 100 bp; 1 - 6: San pham cat bang enzyme Tasl mgt so mau dai di¢n;
1, 6: Kiéu gen TC; 4: Kiéu gen CC; 2, 3, 5: Kieugen TT

Thanh phan kiéu gen va tan s allele cua da hinh rs323346 gen TEX15 duoc thong ké ¢ bang
2. Két qua phan tich thong ké cho thay sy phan bd kicu gen cia da hinh nay ¢ quan thé nghién
clru tudn theo dinh luat Hardy-Weinberg (HWE) (gia tri p> 0,05). Tan s allele C trong nhém
bénh, nhom ddi cchiing va toan bg quan thé nghién ciru tuong tng 1a 0,124; 0, 113 va 0,118 (Bang
2). Ngoai ra, két qua phan tich cho thiy khdng cé su khac biét gitra tan sb allele cua da hinh
nghién ctru gitra nhdm bénh va nhém chang.

Bang 2. Thang ké thanh phan kiéu gen va tan sé allele ciia da hinh rs323346 gen TEX15

Kiéu gen Tan s6 allele (%) HWE

TT TC CC T C (Gi4 tri p)
Nh6m bénh (n=202) 156 (0,77) 42 (0,21) 4(0,02) 0,876 0,124 0,556
Nhém déi chirg (n=199) 155(0,78) 43(0,21) 1(0,01) 0,887 0,113 0,275
Téng (n=401) 311(0,78) 85(021) 5(001) 0882 0,118 0,764

Ghi chii: n: Sé doi neong nghién ciru; HWE: Cdn bang Hardy-Weinberg.
3.2. Phan tich méi twong quan giiva da hinh rs323346 gen TEX15 va vd sinh nam
Dé phan tich méi tuong quan giita da hinh rs323346 gen TEX15 véi vo sinh & nam gidi, kiém
dinh Chi-square da duoc thyc hi¢n trén ca ba mo hinh trdi, 1an va cong gop [32]. Gia tri p ¢ ba
mo hinh nay lan luot 12 0,873; 0,182; 0,408, deu I6n hon 0,05, cho théquhéng ¢6 bat cir méi lién
quan nao gitra kiéu gen cta da hinh nay véi vé sinh nam trong 401 ca thé nghién ctiru (Bang 3).
Bang 3. Mdi fiong quan giira da hinh rs323346 gen TEX15 va vo sinh nam

M6 hinh  Nhom bénh (n = 202) Nr(‘g”:" ig;")”g OR 9506 Cl  Giatrip
Cong gop 0,408
T 77.23% 77.89% 1,000
TC 20,79% 21,6% 103  0,636-1,669 0,902
cc 1,98% 051% 0278 001-2035 0,185
Trji
xS T 77.23% 77.89% 1,000
TC +CC 22.77% 2211% 0962 06-1542 0,873
rs323346 Lan
TT+7C 98,02% 99.49% 1,000
cc 1,98% 051% 0276 001-2015 0,182
Allele
T 87.6% 88.7% 1,000
C 12.4% 113% 0902 0585-1387 0,639

Ghi chi: n: S6 lupng ca thé; OR: Ti so odds ratio; 95% Cl: Khoang tin cdy 95%; Gia tri p: Puoc tinh
bang phwong phdp Chi-square.
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V6i nhiing vai trd quan trong trong qua trinh sinh tinh, TEX15 1a mét gen tiém ning cho cac
nghién ctiu vé bénh vo sinh. Nghién ctiu bat hoat gen TEX15 & chudt cho thay trong khi chudt cai
van ¢6 kha ning sinh san binh thuong thi chuot duc bi vo sinh, teo nho kich thuéc tinh hoan,
khong co té bao sinh tinh ¢ giai doan thir ba cua ky dau giam phan 1 va té bao mam sau giam
phan [17]. Nghién ctru dau tién xac dinh dot bién trén gen TEX15 & bénh nhan vé sinh nam dugc
thuc hién vao nam 2015. Trong nghién ctru ndy, Okutman va cac cong su da phat hién dugc mot
dot bién vo nghia trén gen TEX15 ¢ 3 con trai bi vo sinh cua gia dinh nguoi Tho Nhi Ky. Dot
bién nay tao ra ma két thic mai, dan dén protein biéu hién ra ngan hon kich thuéc binh thuong va
khéng c6 hoat tinh, ca ba bénh nhan v6 sinh nay déu c6 tinh hoan nho gidng véi kiéu hinh teo
tinh hoan cua chudt bi bat hoat gen TEX15 [18]. Trong mot nghién ciu khac, Colombo va cong
su da phat hién dugc cac dot bién di hop tir trén gen TEX15 & hai anh em ngudi Y vo sinh ¢6 tinh
hoan nho va vé tinh khong tic nghén (nonobstructive azoospermia - NOA). Dot bién nay khong
duoc tim thdy ¢ 65 mau ddi chiing cuing chung toc [19]. Ngoai ra, nhiéu nghién ctu vé da hinh
trén gen TEX15 da duoc thuc hién trén nhiéu quan thé khac nhau trén thé gigi [23-27]. Trong do,
nghién ctru vé da hinh rs323346 trén quan thé ngudi Trung Quédc gém 309 ngudi bénh (trong do
6 199 ca vo tinh NOA va 110 ca thiéu tinh nang) va 377 nam gidéi khoe manh cho thay, allele C
lam tang nguy co thiéu tinh ning (p = 0,041; OR = 1,635; 95% CI = 1.018 — 2.628) [23]. Tuy
nhién, nghién ciru danh gia twong quan cua da hinh rs323346 véi bénh v6 sinh nam trén 158 nam
giéi khoe manh (>20 triéu tinh trang/ml), 141 ca thiéu tinh (<5 triéu tinh trang/ml) va 80 ca NOA
trén quan thé ngudi & Chau Au, khdng chi ra méi lién hé nao caa da hinh nay véi v sinh nam
[25]. Hon nita, nghién ciru cua Zhang va cac cong su phan tich mdi lién hé gitra da hinh rs323346
va v sinh nam ¢ 316 ngudi dan ong vo sinh (244 ngudi méc chimg vo tinh va 72 nguoi mac
chimg thicu tinh) va 298 mau chiing ¢6 it nhat mot con & quan thé nguoi Trung Quoc cho thay
khong c6 su khac biét dang ké giita nhom bénh va nhém chang [27]. Trong nghién cau nay,
chung t6i ciing khong tim thay su lién quan nao giita da hinh rs323346 va nguy co méc vo sinh
nam & nguoi Viét Nam (Bang 3), tir d6 cho thiy su khong nhét quan gitta mdi twong quan cua da
hinh rs323346 gen TEX15 v6i v0 sinh nam trén cac quan thé khéc nhau. Su khac biét nay co thé
do sb luong cac ca the nghién cau trén tung quan thé, dac trung di truyén gitra cac quan thé
ngudi, sy khac biét vé méi truong séng, sac toc hoic cac yéu tb khac [23], [27].

4. Két luan

Trong nghién cau nay, ching t6i da nghién ctru mdi twong quan giita da hinh rs323346 gen
TEX15 véi vo sinh nam & 401 ca thé nguoi Viét Nam biang phuong phap PCR-RFLP. Ty 1¢ kiéu
gen TT, TC va CC ciia da hinh rs323346 gen TEX15 duoc tim thay trong quan thé nghién ctu lan
luot 1a 0,78; 0,21; 0,01. Su phan bd kiéu gen cua da hinh nay tuan theo dinh luat Hardy-
Weinberg. Tuy nhién, nghién ctu nay khong tim thiy méi tuong quan giita da hinh rs323346 gen
TEX15 va nguy co vo sinh nam & quan thé nghién ctru. Bé khing dinh chic chan vé anh huoéng
cua gen TEX15 vai vo sinh nam & ngudi Viét Nam, cac nghién ctiu bénh chiing véi cac da hinh
khéc trén gen TEX15 can duoc thyuc hién thém.

Loi cam on

Nghién ciru nay dwoc tai tro boi Quy Phat trién khoa hoc va cong nghé Qudc gia
(NAFOSTED) trong dé tai m& s6 108.01-2018.316.
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