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LOI CAM POAN

Toéi 1a Bach Huy Anh, nghién ciru sinh khoa Céng nghé sinh hoc, Hoc vién
Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam, khoa 2018, xin cam doan:

1. Day 1a lun 4n do ban than t8i truc tiép thuc hién dudi sy huéng dan khoa
hoc ctia PGS.TS. Nguyén Dang Toén va PGS.TS. BS. Tran Purc Phén.

2. Nhirng két qua thu duge cta ludn én 1a méi, trung thuc, chua tirng duogc
cong b trong bét ky cong trinh nao khéc, duge tai trg mot phan béi Quy Phat trién
Khoa hoc & Cdéng nghé Qubc gia (nhiém vu: 108.02-2019.05) va nhan hd tro mot
phin tir dé& tai cdp B¢: “Nghién ciru xdc dinh dot bién/da hinh gen chuyén hoéa
xenobiotics tng dung trong chan doan vo sinh nam”. Cha nhiém dé tai: PGS. TS.
Tran Dirc Phin, B mén Y sinh hoc — Di truyén, Pai hoc Y Ha Ndi.

3. Céc két qua cong bd chung dd duge cdn bd hudng dan va cac ddng tac gia

cho phép sir dung trong luédn an.

Ha N¢i, ngay o6thang 6 nam 2024
Nghién ctru sinh

/e

Bach Huy Anh
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Pau tién, t6i xin duoc bay to 1ong kinh trong va biét on séu sic téi: PGS.TS.
Nguyén Pang To6n, Trudng phong Phan tich hé gen - Vién Nghién ctru hé gen - Vién
Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam va PGS. TS. BS. Tran Dirc Phén -
Nguyén Cht nhiém B mén Y sinh hoc — Di Truyén, Truong Pai hoc Y Ha Noi da
huéng dan, dinh hudng va tao moi didu kién thuan loi cho t6i trong subt qué trinh
hoc tép, nghién ctru cling nhur thuc hién luén an.

Tdi xin cam on Ban Giam déc va cac can b, giang vién Khoa Cong nghé
sinh hoc, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam da tao diéu kién thuan loi nhét cho t6i trong qua trinh hoc tdp va nghién
cuu.

Téi xin duwgc cam on sy hd trg, gitp d, tng h va tham gia nhiét tinh cia
cdc can b thudc Phong Phén tich hé gen - Vién Nghién ctru hé gen; va céc cn bd
ciia B6 mén Y sinh hoc-Di truyén, Trudong dai hoc Y Ha Noi trong sudt thoi gian
thuc hién luan an.

T6i xin cam on B phan Pao tao - Vién Nghién ctru hé gen di tao diéu kién
thuan loi nhét cho toi trong qua trinh hoc tap va nghién cuu.

T6i xin trdn trong cam on Ban Lanh dao Bénh vién Buu dién, cén bd khoa
H& tro sinh san da gitp d& va tao didu kién thuén loi v& moi mit dé hd tro toi thuc
hién va hoan thanh chuong trinh hoc tap, cling nhu luén an.

Dic biét nghién ctru sinh bay t6 long biét on v6 han dbi voi gia dinh: bd, me,
anh em, v, con va ban bé ddng nghiép da ludn tin tuéng hd trg-ddy 1a ngudn dong
vién tinh thdn 16n lao dbi vai téi trong sudt qua trinh hoc tap, nghién ciu, hoan
thanh luén an.

Ha N¢i, ngay 06 thang 6nam 2024

Nghién ciru sinh

/,-"/
e

Bach Huy Anh
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MO PAU

Khai quat chung

V6 sinh (infertility) 1a tinh trang cac cip nam nir mat hay giam kha ning sinh
san, trong d6 nam va nit dong vai trd nhu nhau. Theo T6 chtc Y té Thé gigi (WHO),
trong s6 cac cip vo chdng & do tudi sinh san gip van dé vé viéc sinh con thi khoang
30 - 40% do nam gi61, 40% do nir gid1, 10% do cd nam va nit, 10% khong rd nguyén
nhéan. Xu hudng v6 sinh ngay cang cao, dé diéu tri khac phuc can chan doan xac dinh
rd nguyén nhan. Mic du d c6 nhiéu tién bo trong chin doan xac dinh nguyén nhan
vo sinh, nhung ty 1¢ vo sinh khong rd nguyén nhan van con khoang hon 10%.

Ngay nay, linh vyc di truyén y hoc da phat trién manh mé&; c6 nhiéu k¥ thuat
x4c dinh duoc cac nguyén nhan di truyén gy vo sinh ma trude day duoc cho 1a vo
sinh khong rd nguyén nhan, cdc xét nghiém nay da va dang gbp phan dinh hudng cho
can thiép va diéu tri. Trong khoang 10 nam tré lai diy, cac nudc trén thé gidi bat dau
nghién ctru anh hudng anh hudng cua stress oxy hoa 1én chic ning cua co thé. Céc
stress oxy hoa 1a hau qua ctia sy mat can bing gitta sy hinh thanh cac gbc tu do co
oxy va co ché dé khang oxy hoa ciia co thé. Stress oxy hoa duogc xem 14 ¢6 lién quan
dén nguyén nhan cua nhiéu bénh 1y & ngudi nhu ung thu, xo vira déng mach, tiéu
duong, ton thuong gan, duc thuy tinh thé, bénh Alzheimer, bénh Parkinson va nhiéu
bénh khac. Nhiéu nghién ctru ciing chi ra rang stress oxy hoéa ciing lién quan phan
16n dén tdc do cua qua trinh 130 hoéa, dugc dinh nghia la sy tich tu dan cac ton thuong
co ban. Pac biét trén hé sinh sdn no1 chung va cuia nam gidi noi riéng, cdc nha khoa
hoc di chirng minh cic chit oxy hoa gy tac dong bét loi trén ca cdu trac va chuc
nang cua tinh trung.

Luén giai vé tinh cip thiét cia vin dé nghién ctu

Viéc nghién ciru toan dién nhitng ddu 4n phan tir nham danh gia chat lwgng
tinh dich, két hop voi phuong huéng va chién lwoc diéu tri phu hop dbi véi nhimng
tinh trang khiém khuyét tinh tring tré thanh yéu td quyét dinh nham khac phuyc nhirng
van dé trong strc khoé sinh san ctia nam gidi. Trong s6 d6, cac ddu 4n vé stress oxy

hoa ndi bat 1a y€u t0 li€én quan dén kha nang sinh san ctia nam gidi vi ching dong vai
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trd quan trong trong sinh 1y cua tinh trung. Tinh trang dat can bang cua yéu td stress
oxy hoa/chit chdng oxy hoé cudi cung c6 thé din téi kha nang thanh cong trong sinh
san sau nay hay khéng. V&i nhitng bang ching vé mdi lién hé giita cac thanh phéan
stress oxy hod va xic tic phan ung chéng oxy héa cua tinh trang tinh tring, nhiing
nghién ctru vé hoat dong cua cac enzyme nay trong cac mau tinh dich tr¢ thanh linh
vuc nhiéu htra hen trong bdi canh nghién ctru va khac phuyc tinh trang v sinh nam
dang can nhiéu huéng di méi va hoan thién.

Cho t6i nay, nhitng nghién ctru vé v6 sinh nam & Viét Nam di duoc tién hanh
& kha nhiéu co s¢ nghién ctru va dao tao. Nhitng dic diém then chdt co nguy co giy
bénh di dugc 1am rd nhu tudi cao, nghé nghiép hay chat luong cudc séng cia nam
giGi. Bén canh d6 nhirng khao sat vé cic bién thé di truyén truc tiép gay vo sinh nam
théng qua co ché anh hudng dén ciu tric co quan sinh san va hinh ddng/chat lugng
tinh trung ciing di dat dugc kha nhiéu két qua. Tuy nhién, kién thirc vé dic diém da
hinh cac gen mi hoa cho cac enzyme quan trong tham gia vao cac con duong chong
oxy hod trén ngudi Viét Nam va mdi lién hé véi vo sinh nam dén nay van con han
ché. Can cap nhat dir liéu da hinh di truyén ciia nhém gen néi trén, day 1a nén tang
quan trong bo sung cho nhing nghién ctru co ban vé vé sinh nam trudc ddy nham
lam sang t6 nhitng nguy co va co ché gy bénh toan dién hon. Trén co s& d6, dua ra
nhitng d& xuat, khuyén nghi ké hoach cu thé, ciing nhu céc quy trinh chuan nham gop

phén giai quyét tinh trang vo sinh trong d6 ca vain dé thudc diéu tri tai Viét Nam.
Co sé khoa hoc lwa chgon cac nhém gen nghién ciru

Céc gen SOD1, SOD2, NOS3 va CAT ma hoa cho nhiing enzyme xuc tac cho
phan rng khir cac ion am superoxide (O2") thanh H,O» va phan tng tao thanh NO tu
L-arginine, déu nam trong chu trinh quan trong bao vé té bao khéi tinh trang stress
oxy hoa. Cho tdi nay, dd c6 nhiu cong bd qudc té bao cao mbi lién quan giira cac
bién thé di truyén ctia cac gen chiu trach nhiém chdng oxy héa nhu SOD, NOS va
CAT véi vo sinh & nam gidi trén nhiéu quan thé ngudi khac nhau. Két qua da cho
thdy mot sb bién thé gen 1a nguy co cua tinh trang nay, trong d6 c6 cac bién thé da
dugc quan tdm nghién ctu nhu SOD2 (rs4880), CAT (rs1001179) va NOS3
(rs2070744) c6 lién quan dén tinh trang v6 sinh hay mat d6/d6 phan manh DNA tinh



tring. Cac mo hinh déng vat déu cho thdy mot két qua théng nhat 1a thiéu hut enzyme
SOD1 giy nén tinh trang v6 sinh & chudt duc. Tinh dén thoi diém nay, thong tin vé
moéi lién hé gitta yéu t6 di truyén ma hoa cho céc thanh phan quan trong trong hé
théng chdng stress oxy hoa bao gébm SODI, SOD2, CAT va NOS3 v&i nguy co vo
sinh nam tai Viét Nam van con bo ngo.
Muc tiéu nghién ctiru:
- Xac dinh dugc muc do stress oxy hoa trong tinh dich & nam gidi vo sinh
nguyén phat.
- Xéc dinh duoc ty 18 da hinh & mot s6 gen chéng oxy hoa anh huong dén qua
trinh sinh tinh & nam gidi v sinh nguyén phat.
- Xaéc dinh duoc mbi lién quan giira céc bién d6i gen chdng oxy hoa voi vo sinh
nam.
Cach tiép can nghién ctru:

Trong nghién ciru nay, d6i twong nghién ctru 1a cic nam gidi trong d6 tudi sinh
san, bao gdm 107 bénh nhan duoc chan doan vo sinh nguyén phét cing véi nhém dbi
chirmg 13 85 nam gi6i khoé manh c6 kha ning sinh san binh thudng va cé it nhit mot
con (sinh hoc) dudi 2 tudi. Nhom dbi twong vo sinh s& duoc loai bo nhitng nguyén
nhan v sinh do bat thudng nhiém sic thé va mat doan nho trén nhiém sac thé Y cling
v6i nhitng bénh méc phai/bénh cua co quan sinh san c6 thé anh hudng dén tinh trang
vO sinh.

Chi s6 phan tich tinh tring cta ca nhém bénh nhan va déi ching duoc thu thap
théng qua xét nghiém tinh dich d6. Tiéu chuan danh gia chat lwvong tinh trung duwoc
phan tich theo T6 chirc Y té thé gigi 2010 (World Health Organization-WHO). Miic
do stress oxy hoa trong cac mau tinh dich ciia nhém bénh nhén ciing duoc xéac dinh
bang phuong phap oxysperm. Céc bién thé di truyén dugc lya chon trong nghién ciru
nay bao gdm: gen SODI (rs4998557), SOD2 (rs4880), CAT (rs1001179) va NOS3
(rs2070744). Phuong phap giai trinh tu Sanger duoc 4p dung dé xac dinh 4 bién thé
gen noi trén & tt ca cac mau nghién ctu. Dir li¢u thu duoc tiép tuc duoc phan tich
bang cac phuong phap thdng ké sinh hoc dé khao sat mdi twong quan gitra dic diém

di truyén/td hop kiéu gen vdi dac diém vo sinh ciing nhu céc chi s6 quan trong cua
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tinh trung gitta nhém bénh va nhom ching. Trong nhém bénh nhan, mdi lién hé gitra
su phan bé cua cac kiéu gen/allele v6i dic diém 1am sang cua tinh trang va mutc do
stress oxy hoéa cling dugc phan tich.

Nhirng dong gop méi cia luan an:

- Nghién ctru ¢6 dugce dir licu veé ty 1¢ da hinh cia mot sb gen chéng oxy héa anh
huéng dén qua trinh sinh tinh, mac do stress oxy hoéa trong tinh dich ctia nam gidi
vo sinh nguyén phat ¢ Viét Nam.

- Nghién ctru d3 xac dinh duoc cac bién thé gen da hinh cua cac gen SODI: 7958G>A,
SOD2: ¢.47T>C, CAT: -262C>T c6 vai tro trong yéu tb ting nguy co gdy vo sinh
nam; bién thé gen da hinh cua cic gen SOD2: 7958 G>A va NOS3: -786C>T la yéu

to dong vai tro bao v¢ khdi nguy co gay vo sinh nam.



CHUONG 1

TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Khai niém v6 sinh nam

Theo T6 chtic Y té Thé giéi (World Health Organization-WHO), v sinh 13
tinh trang mot cip vo chong trong d6 tudi sinh dé, mong mudn c6 con nhung khong
thé c6 thai sau 12 thang c6 quan hé tinh duc ma khong sir dung bién phap tranh thai

nao [1].

Duya vao tién st di tirng c6 thai trude d6 hay chua ma vo sinh dwoc phan
thanh hai loai: vo sinh nguyén phat va v6 sinh tht phat. V6 sinh nguyén phat hay
con goi 1a vo sinh I, 1a trudng hop cdp vo chong chua ting c6 thai 1an ndo. Vo sinh
tht phat, con goi 1a vo sinh IL 13 trudng hop cip vo chong d3 ting c6 thai it nhat
mdt 1an nhung sau d6 khong thé c6 thai lai mic du dang c6 quan hé tinh duc binh
thuong trén mot nim va khong st dung bat ki bién phap tranh thai nao [2].

V6 sinh nam 1a v6 sinh ma nguyén nhan do nam gi&i, ngudi vo ¢ thé binh
thuong hoac cling bi v sinh. Vo6 sinh khong 16 nguyén nhan 1a cac truong hop vo
sinh ma thim khdm 1am sang va 1am cac xét nghiém kinh dién & ca vo va chong
van khong phét hién duge nguyén nhan. Trong v sinh nam, nguyén nhan do bat
thuong vé sd lugng tinh trung thuong hay gip, bao gdm thiéu tinh va vo tinh. Theo
WHO, v6 tinh 1a tinh trang trong tinh dich khong c6 tinh trung (azoospermia), thudong gap
hon ca 13 do tinh hoan khong c6 kha ning san xudt tinh tring. Thiéu tinh 14 tinh trang mau
tinh dich c6 mat d9 tinh tring it hon 15 x 10%ml (oligozoospermia). Ngoai ra, thiéu tinh
ndng la nhitng truong hop tinh dich ¢6 mat do tinh tring it hon 5 x 106 /ml [3-5].

1.2. Khai quat tinh hinh vo sinh va vo sinh nam tai Viét Nam

O Viét Nam, mdt sé cong trinh nghién ciru vé& vo sinh cho thay ti 1& v6 sinh
¢6 xu hudng ting. Diéu tra dan sé nam 1980, ti 1 nay chi & mic 7 - 10%, dén nam
1982, ti 18 v6 sinh ting 1én dén 13% [6]. Theo Phan Vin Quyén (2000) ti 1& vo sinh
1210 - 15% [7]. Theo bao c4o ctia Tran Thi Phuong Mai (2001), v6 sinh do nir chiém



khoang 30 - 40% cac trudng hop, vo sinh nam chiém ti 1& gan twong duong 1 30%.
Khoang 20% céc trudng hop tim thdy nguyén nhan vo sinh ¢ ca hai vo chong. Con
lai, v6 sinh khong r& nguyén nhan chiém ti 1é kha 16n 1a 20% [8]. Tran Thi Trung
Chién va cong su (2002) di cong bd ti 18 vo sinh trong d6 tudi sinh dé chiém 5%
trong d6 nguyén nhan do nam gidi chiém 40,8% [9]. Bao c4o cua Nguyén Viét Tién
tai Ho1 théao quéc té “Cap nhat vé hd tro sinh san” (2009) tai Ha N§i nghién ctru
trén 14.396 cap vo ché)ng trong do tudi sinh dé, tudi tir 15 - 49, tai 8 tinh dai dién
cho 8 ving sinh thai cila ca nudc cho thiy ti 18 vo sinh chung trén pham vi toan
quéc 13 7,7%, trong d6 vo sinh do nam gigi chiém 25 - 40%, do nit gidi 1a 40%, con
lai 1a do c4 hai vo chdng va chua rd nguyén nhan [10].

Véi céc s0 lidu nén trén, 16 rang vo sinh néi chung va v sinh nam gidi noi
riéng dang trd thanh mot van dé dang quan ngai cta y hoc va xa hoi Viét Nam.
1.3. Nhirng nguyén nhan bénh sinh va yéu té nguy co ciia vo sinh nam

1.3.1. Nguyén nhin khong do di truyén

Cac yéu tb r6i loan noi tiét anh hudng dén qua trinh sinh tinh, cvong dwong,

phoéng tinh... déu anh hudng dén vo sinh. Cac bénh tat thudc nhom nay gom:

e Céc bénh anh huéng ving duéi ddi, ving tuyén yén nhu phau thuat ving
tuyén yén, tia xa, nhoi mau (héi chung Sheehan, dot quy tuyén yén), bénh
ty mién, chan thuong so ndo, hdi chimg hd yén rdng, thiéu san tuyén yén,
va cac nhiém khuan hé than kinh: apxe, viém mang nao, viém nao, lao...

e Gian tinh mach thung tinh (Varicocele): La hién twgng dong mau tinh mach
thirng tinh bi nghén tac 1am ting nhiét d6 gay giam s luong va giam chat
lugng tinh trung.

e LJ dai léch thap (Hypospadias) 12 mot réi loan trong d6 niéu dao s& mé ra &
vi tri mat dudi cia duong vat hodc ¢ géc duong vat, t?mg sinh mon chu
khong phai dau duong vat, khién tinh tring xuit ra kho di vao 15 ¢b tir cung.

e Mot s6 bénh nhiém tring nhu quai bi c6 thé giy viém teo tinh hoan, sot trén

38,5°C c6 thé {rc ché qua trinh sinh tinh trong thoi gian 6 thang [11, 12].



e Viém tuyén tién liét, viém 6ng dan tinh, viém niéu dao, viém bao quy dau,
viém mao tinh hoan, phau thuat, chan thuong... c6 thé giy ra seo ngin chin
qua trinh xut tinh.

e Su dung mot sb thudc diéu tri bénh nodi khoa nhu: Noi tiét td (corticoid,
androgens), cimetidin, sulphasalazine, spironolactone, nitrofurantoin,
niridazone, colchichine... déu truc tiép hodc gian tiép anh huéng dén qua
trinh sinh tinh.

e (Cac nguyén nhan khac: Mot s bénh toan than nhu bénh 4c tinh, tim mach,
dai thao dudng, suy gan, suy than... tiép xuc véi hoa chat hay buc xa, hit
thudc 14, nghién cac chat nhu: ma tuy, ruou... khang thé khang tinh trung,

chan thuong tinh hoan, thoat vi ben, tinh hoan lac chd. ..
1.3.2. Nguyén nhén di truyén

Mic du vo sinh nam ngay cang xuét hién véi ti 1& 16n hon, nguyén nhan cua
tinh trang nay van con nhiéu van dé chua duoc lam sang rd. Tuy nhién nhitng nim
gan day, su tién bo cua cong nghé giai trinh tu gen da cho phép xac dinh rt nhiéu
nhitng bién thé di truyén 1a nguyén nhan giy nén nhitng bat thudng cta hé théng
sinh san nam gidi bao g@)m: su hinh thanh hop tu, diéu hoa ndi tiét cua qué trinh

sinh tinh, qua trinh biét hoa cua té bao mam va nhiing chtrc ndng cua tinh trung.

1.3.2.1. Nhitng djt bién gen gdy bt thwong cdu triic va chive ning ciia tinh

trung

Nhitng dot bién va thay doi trong cdu trac DNA cia cac té bao dong mam &
nam giGi c6 thé giy anh huong dén chirc niang cua tinh trung. Nhiing anh huéng d6
bao gém nhiing thay d6i bat thudng cua chit luong tinh tring bao gdm hinh thai va
kha nang thy tinh cua chung.

Loai bat thudng cau tric tinh tring dau tién 1a tinh tring c6 dang dau tron
va thiéu cdu tric acrosome (globozoospermia) 1a trudong hop hiém gip va chiém
0,1% céc truong hop vo sinh nam. Nhiing té bao tinh tring nay khong c6 kha niang
bam vao 16p mang glycoprotein trén mang cua té bao trimg, tham chi trong trudong
hop duoc xtr 1y véi calcium inophore. Dot bién trén 3 gen STATAI6, PICKI va
DPYI9L2 c6 thé 1a nguyén nhan di truyén cua kiéu hinh globozoospermia, trong



d6, mat doan dong hop tir trong gen DPY19L2 1a nguyén nhan ctia hon 70% sb ca
bénh. Trong khi hau hét cac bién d6i di truyén giy nén vo sinh nam 13 rat hiém
(<1%) thi nhitng mat doan ctia gen DPY19L2 lai ton tai 6n dinh & muc thap trong
quan thé. Ly do cho hién tuong nay 1a sy xuat hién méi (de novo) cua céc alelle
gitp can bang 4p luc ctia chon loc tw nhién 1én nhirng dot bién dong hop tir gay vo
sinh nam [13]. Ly giai cho kha nang thy tinh kém quan sat thay ¢ nhiing trudong hop
globozoospermia dé 1a dudong nhu nhirng tinh trung c6 ti 1¢ Ién DNA bi phan manh,
sap xép cau tric ctia nhiém sic thé khong 6n dinh va thiéu hut protamine. Mot hoi
chting c6 lién quan 1a globozoospermia tirng phan, trong d6 c6 hon 50% té bao ¢o
kiéu hinh dau tron va thiéu hut ciu trac acrosome.

Macrozoospermia 1a bat thuong tinh tring c6 nguyén nhéan di truyén tiép
theo, dic trung v&i mot luong tinh trung c¢6 dau to va nhiéu dudi. Phan 16n céc té
bao nhu vay déu 1a ludng boi va cin nguyén bénh sinh 13 do dot bién trong gen
AURKC. Ti 18 cac d6t bién nay khac nhau gitta cac quan thé ngudi. Dir lidu tir mot
phéan tich gan day trén nam giéi khu vuc Bic Phi cho thdy cac dot bién trong
AURKC 13 phé bién nhét, chiém 2,7% trong nhitng ngudi nam gii vo sinh, cao hon
so véi dot bién mat doan & gen DPYI19L2 va 0,2% do mat doan trén nhiém sic thé
Y [14]. Kiéu hinh macrozoospermia gy ra do tinh trang dot bién déng hop tir (di
truyén 13n) cia gen AURKC. Hai dot bién trong gen nay da duoc bao cdo bao gom:
dot bién vo nghia lam xuat hién ma hét thuc som p.Y248* va dot bién dich khung
ddng hop tir c.144delC. Dy 1a nhitng d6t bién dd duwoc duy tri qua rit nhiéu thé heé,
cac nha khoa hoc cho rﬁng trang thai di hop tir cua cac dot bién nay nhit dinh phai
c6 mot lgi thé sinh san khién cho chung duoc chon loc ty nhién gitr lai [15], tuy
vdy ciing chua c6 bang chtmg khoa hoc nao cung cb cho gia thuyét nay.

Mot dic diém 1am sang quan sat thdy & cic nam gidi thiéu tinh 1a bat thuong
hinh thai vdi tinh trang khong dau. Dot bién trong mot sé gen khac nhau di dwoc
biét 1a nguyén nhan cua kiéu hinh nay. Cu thé, cac dot bién trong cac gen PMFBPI,
TSGAI0, SUN5, BRDT va CEPI12 déu di dugc danh gia c6 lién quan dén nguyén
nhan gy nén tinh trang nay. Cac dot bién trong gen SUN5 chiém 50% cac truong
hop bénh nhan v sinh c6 mang céc tinh tring khong dau. Trong mot s6 trudng hop

may mén thi nhirng bénh nhan vo sinh nam mang d6t bién trén SUNS5 c6 thé duoc



can thiép thanh cong nhd ICSI, diéu nay phan anh chirc ning quan trong ciia protein
SUNS trong viée két ndi phan dau va dudi cua tinh trung. Tuy nhién céc trudng hop
mang dot bién trén TSGA10 va CEP112 thi viéc can thiép diéu tri 1a khong kha thi
tham chi v&i can thiép hd trg thy thai vi nhiing ton thuong gen gay nén anh hudng
O vi tri tam dong cua té bao tinh trung.

Bén canh di tat dau tinh tring gdy vo sinh, nhitng bat thuong trong ciu trac
dudi tinh tring ciing din téi vo sinh nam. Nhitng khiém khuyét trong cau tric
axoneme-9 vi dng kép bao quanh 2 sgi don nim & trung tdm lan dau dugc Afzelius
nghién ctru [16]. Trong d6 nhirng bat thudng trong ciu triic axoneme cta dudi cac
tinh trung lam tri¢t ti€u hoan toan kha nang di dong cua chung hoac cac tinh trung
di dong bat thuong nghiém trong. Hoi chung Kartegener (ti 1& 1:10.000 dén
1:40.000 trong s6 céc ca sinh) 1a mot vi du voi dic diém céc tinh trang hoan toan
khéng c6 kha niang chuyén dong. Hoi chimg nay ciing dic trung boi mot sb dic
diém 1am sang khac nhu phu tang dao nguoc (50% s ca bénh), gidn phé quan, viém
xoang man tinh. R&i loan nay 1a do di truyén lan trén NST thuong khi co thé mang
hai ban sao hoic di hop tir kép & mot s6 cac gen nhu CCDC40, cac gen ma hoa cho
chudi nang 1-5-11 cta ciu tric axoneme (DNAHI, DNAH5, DNAH7 va DNAHII),
LRRC6, ZMYNDI10, ARMC4 va TTCI2. C6 hon 40 gen duoc biét c6 lién quan dén
r6i loan nay. Theo thdi gian, nhirng hiéu biét vé cdu truc cta cac 16ng mao cang
duoc bo sung thi danh sach cac gen lién quan cang rong hon. Vé mit i thuyét nhirng
gen lién quan dén rdi loan PCD déu co thé c6 vai tro nhét dinh trong cin nguyén
cua tinh trang v sinh nam. Tuy nhién khong phai tat ca cac bénh nhan biéu hién
PCD déu vo sinh. Quan trong hon, bén canh viéc méat kha nang di dong thi cac tinh
tring tir bénh nhan mac hoi chimg Kartagener cho thiy chirc nang binh thudng néu
duoc hd tro tiép xuc gan véi mang sinh chét cua té bao trimg. Khi d6 qua trinh hop
nhét gitta tring va tinh trung van dat dugc binh thuong. Ngay ca voi nhitng bénh
nhan PCD chi c6 mat mot phan do di dong cua tinh tring thi van c6 kha ning mang
thai ty nhién. Nhung trong trudng hop dot bién xay ra tai cac gen CCDC39,
CCDC40, DNAAF1 va LRRC6 thi it c6 kha nang thu thai ty nhién hon [17].

C6 thé thay, cac dot bién gen khong chi anh huong dén chirc nang van dong

cta tinh trung. Nhitng khiém khuyét trong gen PLC3 1am hoat héa sy san sinh can
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xi & tring di dugc thy tinh va tir d6 e ché qua trinh thy tinh. Pong thoi thy tinh
that bai ciing c6 lién quan dén dot bién & CATPSERE, ma héa cho mot thanh phan
ctia kénh can xi cua tinh trung. Da hinh & mot s6 gen ti thé nhu MT-ATP6 va MT-
CYB ciing dan dén tinh trang tvong tu [18].

Cac thong tin néi trén cho thay cac khao sat mdi chi khu tri nhitng dot bién
c6 anh huéng dén ciu trac va chtrc ning cua tinh tring, ngoai ra con ton tai nhiéu

dot bién gen khac anh hudng dén qua trinh san xuét tinh trung tai tinh hoan.
1.3.2.2. Nhitng djt bién gen gdy bt thwong ong dén tinh va tinh hoan

V6 tinh do tic nghén 6ng din tinh chiém khoang 30% cac trudng hop vo
sinh nam va nguyén nhan do tic nghén 6ng dan tinh xuét hién sau nhiém trung,
chin thuong hodc phiu thuat. Mot nguyén nhéan khac 14 do cac dot bién cuia gen
CFTR dan t6i hinh thanh nén bat thudng hodc bat san ca 2 dng dan tinh. Khoing
70% bénh nhéan vo tinh khong lién quan dén tic nghén 6ng din tinh 1a do bat thudng
nguyén phét tir qua trinh sinh tinh. Hién nay, s6 luong cac dot bién don gen duoc
cap nhat nhiéu hon c6 lién quan dén tinh trang khong c6 tinh tring va khong tac
nghén dng dan tinh. R4t nhiéu dot bién gen dan t6i suy tinh hoan va tan suit xudt
hién khong pho bién, trang thai di truyén ciia cic dot bién nay thuong 1a di truyén
lan, duoc truyén tir cha me c6 chirc nang sinh san binh thuong. Thé hé sau vo sinh
s& mang kiéu gen ddng hop tir, di hop tir kép hodc ban hop tir. Mic du vay, cac dot
bién don gen di truyén theo md hinh trdi trén NST thuong cling c6 thé 1a nguyén

nhan dan t&i vo sinh nhu dot bién ciia cac gen SYCP3, NR5A1 va WTI [19].

Mot phan tich gan day vé nguyén nhan di truyén cua cac trudng hop vo tinh
khong do tic nghén 6ng din tinh da két luan rang cac dot bién don gen quan sat
duoc & nhitng ca bénh nay chu yéu lién quan dén cac giai doan phat sinh tinh trung.
Cu thé 1a phan 16n déng vai tro trong ky dau cua giam phéan hodc 1a cac chat diéu
hoa phién ma va ndi tiét cua qua trinh sinh tinh [20]. Thyc té, khong phai tit ca cac
dot bién gen gy nén vo tinh-khong lién quan dén tic nghén 6ng dan tinh déu duoc
biéu hién & tinh hoan. C6 mot s6 gen ma hoa cho cac thanh phﬁn then chét cua truc
duéi ddi-tuyén yén-tuyén sinh duc va tham gia vao co ché diéu hoa néi tiét qua

trinh sinh tinh. Gen ma héa cho thu thé GNRHR 1a mdt trudng hop dién hinh. Pay
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1a mot protein G két hop vai thy thé biéu hién trén bé mat cia tuyén yén dép tng
vé6i kich thich GnRH béng cach thiic ddy qua trinh tiét cac héc mén sinh duc 13 FSH
va LH. C6 it nhét 19 d6t bién di duoc xac dinh & gen GNRHR va gay bénh ¢ trang
thai di hop tir kép [19]. Ngoai ra, con co cac dot bién c6 tac dong can thiép vao qua
trinh biét héa cua hé sinh san nam bao gém dot bién trén gen CYB5A tic ché co
chon loc hoat tinh cua enzyme 17,20 lyase dan téi rdi loan phat trién giéi tinh [21].

Cac dot bién trén NST gidi tinh X c6 lién quan dén v sinh nam bao gdm céc
gen nhu: ANOSI gy hoi chig Kallmann [22], TEX7I 1am &c ché qué trinh giam
phan [23] va NROBI c6 lién quan dén ting san tuyén thuong than va vo tinh [24].
Cac dot bién trén gen mi hoa cho thy thé androgen ciing dwoc biét dén 1a giy vo
sinh & khoang 2% céc bénh nhan [25].

Nhin chung, nhitng ndi dung tong hop trén cho thidy mutc d6 anh hudng rat
rong cua cac dot bién don gen gy vo sinh nam trong céc giai doan phat trién va
chirc ning cua tuyén sinh duc. Anh hudng nay bao trim tir giai doan phat sinh hinh
thai ban dau ctia dudng sinh duc nam trong bao thai, giai doan biét hoa va trudng
thanh cua tinh trung. Tuy nhién, ddng chu y la nguyén nhén vo6 sinh nam do di
truyén phd bién nhét lai khong phai 1a cac dot bién tir gen don 1é ma 1a bat thuong
s6 luong NST. Trong d6 hoi ching Klinfelter (b6 NST XXY) mang bt thuong
NST phd bién nhét, chiém t6i 10% cac bénh nhan vo sinh nam khong c6 tic nghén
dng dan tinh hay thiéu tinh ning [26, 27].

Tu quan diém cua chon loc tu nhién, ap luc chon loc c6 xu hudng tac dong
tiéu cuc dén cac ca thé vo sinh. Vi vay viéc duy tri trén dién rong cac dot bién gen
va bat thuong nhiém sic thé gay vo sinh ¢ dan s6 néi chung cé thé lién quan dén
nhirng su xuat hién pho bién cua nhiing ton thwong méi phat sinh anh hudng dén
céc gen va nhiém sic thé tham gia vao qu4 trinh sinh tinh.

1.3.2.3. Nhitng bit thwong trén nhiém sic thé Y

O ngudi, trong khi 22 cip NST thuong ton tai thanh tirng cip va mdi cip co
su trong dong di truyén, nhd d6 ma qua trinh tu sira sai DNA c6 thé dién ra thong
qua tai to hop twong ddng giira hai NST trong mdi cip. Nhung d6i voi NST Y thude
cap NST gioi tinh thi khong ¢ trinh ty tuong déng, do d6 su 6n dinh cua NST duoc
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duy tri thong qua hién tuong ty tai to hop. Thudng thi cac gen trén NST Y ton tai
thanh nhiéu ban sao nhu mot cach thie dé dbi pho véi su tich tu cua nhitng dot bién
gen c6 hai ty phat sinh. Mot sb yéu to l1ap lai nay da dao nguoc va tao thanh cac
trinh tu palindromic, tao diéu kién cho sy kién tai to hop xay ra. Hién tugng tu tai
t6 hop trong mot NST dé cho phép NST Y dat sy On dinh di truyén qua qua trinh
tién hoa. Tuy nhién, ton tai cua nhirng trinh ty 1ap lai nhu vay trén NST Y cling la
mot yéu t6 thuén loi cho tinh trang méat doan xay ra-la két qua cua hién tugng trao
ddi chéo bat thuong. Co 3 dot bién mat doan thudng gip cia NST Y ton tai & nam
gi6i vo sinh d6 1a mat doan AZFa, AZFb va AZFc (Hinh 1.1). Ngoai ra, su két hop
ctia nhitng mit doan bao gdbm AZFbc, AZFabc va mot phan AZFc ciing duoc quan
sat [28, 29]. Cac mét doan dang AZFa va AZFb thudng tao nén hién tuong khong
c6 tinh tring, day 1a tinh trang v6 sinh khong thé can thiép y hoc. Tuy nhién, nhiing
bénh nhan mang mét doan dang AZFc lai dic trung bdi tinh trang thiéu tinh nghiém
trong, mot s6 lugng rat nho tinh trung voi chirc ning binh thudng van c6 thé ton tai
sau nhiing lan xuét tinh hay sinh thiét tinh hoan. ICSI 1a mot lua chon diéu tri phu
hop trong nhirng trudng hop nhu vay. Va két qua tat yéu 1a thé hé sau d6 néu 1a con

trai s& thira huong mat doan NST Y tir nguoi cha, va ciing s& vo sinh.
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Hinh 1.1. Mat doan trén nhiém sic thé Y trong v6 sinh nam

a) Vi mat doan & ving Yql1 chiém 2-10% céc ca v sinh nam. Cac vi
mat doan nay dugc phan thanh 3 nhém 14 AZFa, AZFb va AZFc. Nam
¢i6i mat hoan toan ving AZFa va AZFb khong c6 tinh tring, con
nhirng nguoi bi mat ving AZFc ¢6 thé bi thiéu tinh (c6 thé can thiép
hd tro sinh san). b) Tai to hop trong NST Y tao ra su 6n dinh di
truyén, tuy nhién ciing mang nguy co tai té hgp bat thudng va tao ra
cac vi mat doan [30].

Ti 1é cac vi mat doan NST Y dugc ude tinh tir 1:2000 dén 1:3000 nam gidi.
Trai nguoc voi cac dot bién don gen gy hau qua anh hudng tdi qua trinh sinh tinh
hodc suy tinh hoan nguyén phat, nhitng d6t bién trén NST Y khong duy tri trong
quén thé & trang thai di hop tr. Vi rat it ngoai 1¢ thi mot sb nhiing mat doan NST
Y di xay ra theo co ché ty phat trong cic té bao sinh duc ctia nam giéi khoe manh.
Thuec té thi c6 dén 75% cac dot bién moi phat sinh & céc té bao sinh duc ctia nam

gidi 1a do hé qua cua 16i sao chép [31].
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1.3.3. Anh hwéng tir yéu té di truyén ngoai gen

Hién nay, c6 mot s6 nghién ciru bat diu huéng dén vai trd cua hé di truyén
ngoai gen trong qua trinh sinh tinh va anh huong ctia chung véi vo sinh nam. Nhirng
nghién két qua nghién ctru cling di cting cb cho gia thuyét rang methyl hoa DNA
tinh trung c6 lién quan dén sy thay d6i cua chat luong tinh trung ciing nhu kha ning
sinh sdn. Viéc methyl hoa chinh xac céc vi tri trinh ty trén DNA ddam bdo cho qué
trinh cudn xodn cua nhiém sic thé & dau tinh trung, giup tinh trung trudng thanh va
c6 kha nang thuy tinh véi tring. Nguoc lai, néu nhu nhiém sic thé cta tinh tring
cudn xodn sai cach hoic khong hoan toan s& din téi DNA ton thuong, anh hudng
t&1 kha nang thuy tinh voi trirng va giam kha nang mang thai thanh cong. Trong khia
canh ndy, mot s6 nghién cru da tién hanh phén tich mirc 46 methyl hoa gen va hé
gen ctiia DNA tinh tring trong mdi lién quan véi tinh trang giam kha ning sinh san
ctia nam gigi. Nhirng két qua nghién ctru chii yéu cho thdy mdi lién hé gitta qua
trinh methyl hoa khong chinh xac véi cac thong sé quan trong cua tinh dich nhu:
ndng do (thiéu tinh), hinh thai (quai tinh) va kha niang van dong tién t6i (kém di
dong). Methyl héa DNA 14 qué trinh gan mot nhém methyl (-CH3) vao vi tri 5°C
ctia cytosine, qua trinh nay cha yéu xay ra ¢ cac vung lap CpG. Cac khu vyc giau
CpG duoc goi 1a ddo CpG va thuong khu tra & ving promoter-ving diéu hoa biéu
hién gen. Néu nhu ving CpG tai promoter bi methyl hoa, thuong s& dan dén lam
giam/tat sy biéu hién cua gen, trong mot vai trudng hop c6 thé lién quan dén giam
kha ning két hop vé6i cac yéu tb phién ma.

Mot sb bién thé trong gen MTHFR 1a nhitng nguyén nhan pho bién da biét
lam giam hoat dong ctua enzyme MTHFR trong cac té bao tinh trung. Tir d6 giam
kha ning cung cap amino acid Methionine va ciing 1am giam qua trinh methyl hoa
[32, 33]. Vi du methyl hoa qua mirc da dugc phat hién trong mau tinh hoan ctia nam
gi6i thiéu tinh khong do tic nghén dng dan tinh cling nhu tir cic té bao tinh trang
& nam gidi nhirng nam gigi vo sinh vo can [34-36]. Gan day, mot nhom nghién ciru
da khao sat tinh trang methyl hoéa ctua gen MLHI & nhom bénh nhan thiéu tinh so
v6i nhom ddi ching [37]. Pay 1a gen chiu trach nhiém cho qué trinh stra chira sai

hong khi bat cip DNA. Dit liéu thu dugc di chi ra mbi lién hé giita methyl héa qua
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mic MLHI va vo sinh nam, tir 46 goi y rang gen MLHI c6 thé chiu su diéu hoa cia
yéu t6 di truyén ngoai gen trong qua trinh phat trién cia cac té bao sinh dyc [37].

Ngoai ra, sy mét can bang trong methyl hoa ciia cdc gen bat hoat (imprinted
gene-theo dong bd hodc me) ciing c6 kha niang anh huéng dén qua trinh sinh tinh
va xu huéng giy vo sinh nam. Trong sb cac gen bat hoat thi MEST va H19 1a hai
gen dugc khao sat rong rai nhat. Cu thé, methyl hoa qua mic gen MEST da nhiéu
lan dugc xac dinh 1a yéu t6 lién quan dén vo sinh nam [38, 39]. Nhiing dir liu vé
qua trinh methyl ho4 sai cach & gen MEST da cho thidy mdi lién hé véi: (i) ndng do
tinh trung thap, giam kha ning van dong va sai khic trong hinh thai & nhirng nam
giGi vo sinh vo cin [40], (ii) duoc phét hién trong té bao sinh tinh so cdp ¢ nhiing
nam gi6i vo tinh [41], (iii) gidm thé tich hai tinh hoan [40] va (iv) lién quan dén ti
1¢ protamine bat thudng ¢ nhitng nam gidi thiéu tinh [42]. Nhitng dit liéu nay da
dugc xac nhan thém bang mot nghién ciru phén tich tong hop [43]. Gan day, methyl
hoa qua murc gen MEST duoc phat hién & tinh tring ctia ngudi chong ma nhiing cip
vo chong nay say thai lién tiép [44].

Nhiing bién dong trong qua trinh methyl hoa ciia gen H19 da dugc bio cao
rong rai 1a c6 lién quan t6i vo sinh nam. Cy thé 13 nhitng truong hop thiéu tinh, tinh
trung di dang, sé luong tinh tring thap va kha ning di chuyén kém hodc ti 18 tinh
tring c6 hinh dang binh thudng thip hoic tat ca cac thong sb cia tinh tring déu bat
thuong [45-47]. Ngoai ra, nghién ctru trén nhirng nam giéi vo sinh vo can voi thong
s6 tinh dich binh thuong ciing phat hién nhirng khiém khuyét trong methyl hoa gen
H19 trong tinh trung [48]. Nhin chung, qua trinh methyl ho4 ctia nhiéu gen bét hoat
dd dugc nghién ctru trén nhirng mau tinh dich bat thuong thudc nhém bénh nhan
thiéu tinh, tinh tring di dang hodc tinh trang yéu. Trong s d6 thi MEST va HI9 1a
nhitng gen duoc nghién ctru rong rdi nhat, voi nhitng dir liéu 13p lai cho thay bién
dong trong mirc d6 methyl hod hai gen nay dong vai tro 1a yéu tb nguy co cia tinh
trang vo sinh nam. Mot diéu dang chu vy 1a sy bat thuong methyl hod nay da duoc
x4c dinh ¢ nhitng nam gidi vo sinh nhung khong thé hién bt thudng nao trong cic
thong sb tinh tring trong tinh dich. Py 1a mot khia canh dang luu y trong cong tac
chan doan vo sinh. Cho t&i nay, c6 dén 30% sé ca vo sinh nam van chua 1y giai

duoc nguyén nhan. Nhirng nghién ctru tiép tuc trién khai trong tuong lai htra hen s&
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dem lai nhitng bd sung quan trong lam sang to nguyén nhan lién quan dén nhirng

gen bat hoat theo dong cha/me & nhitng trudng hop vo sinh nam vo can.
1.3.4. Pic diém 16i séng va anh hwéng ciia méi truong

Su suy giam chat luong tinh dich 1a yéu té bat loi tac dong truc tiép dén kha
ning sinh san. Trong vong vai thap ky qua, di c6 nhitng bao cdo cho thiy chit
lugng tinh dich nam gigi giam dan. Mot nghién ctru hé thong di khao sat trong
khung thoi gian 40 ndm, danh gid mat d6 tinh trung ¢ nhitng nam gidi c6 kha nang
sinh san binh thuong va nhitng nam gigi chua rd thong tin. Két qua cho thay, trong
khoang thoi gian danh gia, mat do tinh tring giam han tir 113 triéu/ml dén 66
triéu/ml va thé tich tinh dich giam tir 3,4 ml xudng 2,75 ml [49]. Nhom nghién ctu
ctia Springart va cong su ciing di danh gia thay d6i chat lugng tinh dich theo thoi
gian tir giai doan 1976 dén 2009. Nhirng thong sé vé tong luong tinh tring, kha
ning van dong va kha ning sdng déu sut giam [50]. Ngay nay, nhirng yéu t6 thudc
vé méi trudong, nghé nghiép va 16i sdng déu co6 thé c6 anh hudng x4u dén kha ning
sinh san ctia ca nam gioi, nir gidi va kha nang thanh cong cua nhiing phuong phap
hd trg sinh san. Nhiing yéu t6 c6 anh huéng nghiém trong dén kha ning sinh san
nam giéi trong cudc séng hién dai d6 1a 16i song khong lanh manh din dén tinh
trang béo phi, thoi quen hit thude, st dung cac thiét bi dién tir thuong xuyén ciing
12 mot ngudn tiép xtic véi bire xa dién tir, théi quen udng nhiéu ruou.

Duya trén mot phén tich tong hop ctia Campbell va cong sy (111.158 ngudi
tham gia) trén cac cip vo chong ma nam giGi bi béo phi thi c6 kha ning bi vo sinh
cao hon dang ké so véi cac cip vo chong ma ngudi chong c6 cin ning binh thuong
(OR = 1,66). Nghién ctru nay cho thdy méi twong quan giita béo phi & tudi trudng
thanh va xac sut c6 con. Ngoai ra, khi can thi¢p ho tro sinh san thi cac cap vo
chong ma ngudi chong bi béo phi ciing ¢6 nguy co khong mang thai thanh cong cao
hon so v6i nhém ma ngudi chdng c6 can ning binh thudng (OR =2,87) [51]. Nguoc
lai, viéc giam can lai c6 mdi lién quan dén giam nhiing ton thuong DNA va ting
tong s tinh trung di dong (chwong trinh giam can trong 14 tuan) [52].

Hién nay dang nay sinh mdi quan tim xung quanh viéc st dung dién thoai

di dong va céc thiét bi dién tir khdc nhu mdt ngudn dién trudng tan so thap va moi
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lién quan vé&i giam chat luong tinh dich. Cac thiét bi dién nay c6 thé co nhiing tac
dung nhiét va phi nhiét 1€n cdc moé sinh hoc. Hiéu ung phi nhi¢t duoc cho 1a ting
nguy co san xuit cac géc oxy hoat dong, tir d6 gay ton thwong pha huy DNA [53].
Hiéu ng nhiét c6 thé ting nhiét d6 tinh hoan. Hai phan tich tong hop di danh gia
chit luong tinh trung 1ién quan dén tinh trang stir dung thiét bi di dong. Nghién ctu
ctia Adams va cong su di bao cio mdi lién hé giita viéc phoi nhiém véi dién thoai
di dong va su sut giam trong d6 di dong cua ti trung va ty 18 sdng cua tinh trung.
Cac tac gia da tong hop cac két qua tir ca cac nghién ctru trén mo hinh in vivo va in
vitro cho thiy tiép xuc v6i dién thoai di dong c6 anh hudng tiéu cuc dén chat luong
tinh trung [54]. Phan tich tong hop tht hai cua Liu va cong su cho thiy buc xa tdn
s6 vO tuyén 1a c6 hai dén kha nang van dong va ty 1é sdng ciia tinh tring trong 6ng
nghiém; hon nita, phoi nhiém véi ngudn tan sé vo tuyén ciing anh hudng tiéu cuc
dén mat do tinh trung dong vat va kha nang di dong [55].

Nam 2012, Hiép hoi Y hoc Sinh san Hoa Ky di c6 bao cdo vé thong sd tinh
dich va chtrc ning cua tinh tring ¢ nhitng nam gidi hat thudc suy giam 22% so véi
nam giéi khong hat thude, tuan theo liéu luong [56]. Mot phan tich tong hop (O
tong cong 5.865 nguoi), nhitng ngudi dan 6ng hat thude vira phai va nghién thude
14 ning c6 nhiéu kha ning cao bi giam cac thong sb cua tinh tring nhu sb luong va
kha ning van dong. Tiép xuc v6i khoi thude 14 c6 lién quan dén giam sb lwong tinh
trung (chénh 1€ch trung binh: -9,72 triéu/ml; KTC 95% -13,32 dén -6,12), kha nang
van dong (chénh léch trung binh: -3,84%; KTC 95% -5,53 dén -1,44) va hinh thai
(su khac biét trung binh: -1,37%; 95%CI -2,63 dén -0,11) [57]. Mostafa va cs thay
c6 kha nang van dong tang (p < 0,001), ty 1€ cac dang binh thuong (p < 0,001) va
kha niang séng tang (p = 0,002) ¢ nhitng ngudi vo sinh khong hut thude so voi ngudi
hut thudc vo sinh. Hon nita, ndng d6 chat nhidém sic tinh trung bat thuong ting &
nhitng ngudi hit thude so véi nhitng nguoi khong hat thude (p < 0,001) [58]. Theo
bao cdo boi Sepaniak va cs, ty 16 phadn manh DNA trung binh 1a 25,9% ddi voi
nguoi khong hut thube va 32% ddi véi nguoi hut thude (p <,001) [58]. Nguyén
nhan khién chét luong tinh tring & nhirng nam gidi c6 théi quen hut thudce suy giam

con chua dugc lam 1o va cac cong bo khoa hoc vé van dé nay chua dua ra két luan
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théng nhat. Mot s6 1y thuyét dé xuat vé co ché tiém an dan t6i 1am suy giam phan

ung acrosome, hoat hod tinh trung va tang mirc d9 stress oxy hoa [59].
1.4. Stress oxy héa va vo sinh nam
1.4.1. Anh hwéng ciia stress oxy héa dén tinh trang vé sinh nam

Stress oxy hod 1a su mét can biang giita qua trinh san sinh cac gbc oxy hoat
dong va kha niang loai bé cac ROS cua cac chat chong oxy hoa sin cé. Céc té bao
tinh trung d& bi ton thuong bdi ROS do chung cé nhiéu acid béo khong bio hoa
trong mang sinh chét ciing nhu té bao chat, dong thoi tinh trung bi han ché kha niang
ché)ng oxy hoad va hé théng tu stra chita DNA. Cac ROS ¢ muac do nhit dinh 1a can
thiét cho su truéng thanh cua tinh tring, phan ng acrosome, hoat ho4 va dung hop
v6i trimg. Tuy nhién ROS dugc tao ra qua murc s& lan at kha ning trung hoa cua
cac chat chong oxy hoa co trong tinh dich.

Tam quan trong cia stress oxy héa trong cin nguyén cta khiém khuyét chirc
nang tinh tring da dugc cong nhan ké tir nhirng nghién ctru tién phong ctia Thaddeus
Mann va cac cong sy tai Pai hoc Cambridge. Nhitng nghién clru nay da chting minh
rang tinh tring ctia cac dong vat cd vi nhay cam v&i qué trinh peroxid héa, qua
trinh ndy tdn cong nhitng phan tir acid béo khong bio hoa trong té bao tinh tring,
tir d6 pha huy mang té bao va lam han ché chtrc ning cua chang [60]. Nhitng qué
trinh kich thich lién tuc nhu vay c6 thé lién quan dén viéc ting cudng san sinh cac
gbc tu do (reactive oxygen species-ROS) bdi cac té bao nay hoic giam hiéu qua
bao vé chdng lai stress oxy hoa [61]. Anh hudng cia stress oxy hoa din t6i nhitng
hé qua nhu mat kha ning van dong cia tinh tring, han ché phan tng acrosome dé
tién t6i dung hop mang, gy bat thuong trong kha ning dung hop véi mang vitelline
cua triing hoac gay pha huy DNA [62, 63].

Tinh trung co rat it t& bao chét va do do, ching thiéu hut cac enzyme bao vé
hau hét cac té bao khoi stress oxy hoa. Piéu nay khong co nghia 1a nhirng té bao
tinh tring hoan toan thiéu cac yéu tb bao vé ndi bao nao bai vi thuc té chung ciing
c6 mot s6 enzyme chdng oxy héa quan trong nhu peroxiredoxin 6, superoxide
dismutase, glutathione cap peroxidase-reductase [64-66]. Mac du vay, mic d6 bao

vé duogc tao ra boi cac hé théng nay la rat han ché va nhu vay tinh trung ph?m nhiéu
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phu thudc vao cic chat chéng oxy hoa ngoai bao hién dién tai éng dan tinh [67]
huyét twong mao tinh [68], tinh dich [69] va tir cung [70], tir &6 cung cip cho cac
té bao tinh trung sy bao vé toan ven hon trong qua trinh di chuyén cua chung tir cac
6ng dan tinh dén mang vitelline ctia té bao trimg. Két qua 1a, bat ky yéu td nao tac
ddéng dén tinh trang chdng oxy hoa tong thé cia mot co thé ciing nhu sinh kha dung
ctia cac chat chdng oxy hoa ngoai bao déu co thé c¢6 tac dong dén mirc do stress oxy
hoéa, tir d6 anh hudng dén qua trinh sinh tinh ciing nhu kha ning sinh san ciua nam
gioi [71, 72]. Mot s vi du vé cac yéu t6 anh hudng bao gém ché do an uéng, hién
twong gidn tinh mach thing tinh, hat thude 14, béo phi, cing thing nhiét, va cac
chit doc hai tir méi trudng nhu nhu bisphenol A. Tat ca cac yéu t6 nay déu co thé
tac dong dén chit chdng oxy hoa trong co thé va tir 6 khién cho tinh tring tro nén
nhay cam ddi voi tinh trang stress oxy hoa. Hé théng chéng oxy héa nodi bao va
ngoai bao khong dugc toan ven cé thé 1a mot yéu td chinh trong cin nguyén cia ca
v6 sinh & nam gidi va ton thuong DNA do oxy hoa. RS rang néu cho rang stress
oxy hoa chiu trach nhiém cho hau qua r6i loan chirc nang sinh san ¢ nam gidi, thi
mot trong nhitng huéng khic phuyc tinh trang trén chinh 1a sir dung chat chong oxy
héa nhu 14 mot phan cua phuong phap chita bénh. Mot sé nghién ciru tién phong
dﬁy htra hen di dugc thuc hién véi két qua tich cyc va cho théy hi¢u qua rd rang
trén cac mo hinh dong vat [73]. Tuy nhién, nhiing nghién ciru dap ng tiéu chuan
vang nhu thir nghiém ngiu nhién, thir nghiém mu déi, thr nghiém 14m sang c6 dbi
ching véi gia dugc van chua duoc tién hanh. Mot ph?m li do 1a vi hién nay chua c6
su déng thuan vé cac diu an stress oxy hoa nén dugc st dung lam tiéu chuén dé
chon loc bénh nhan thich hop cho liéu phap chdng oxy héa. Ngudn gdc hinh thanh
nén cac ROS da c6 rat nhiéu nghién ciru va dugc thé hién tém tit & Hinh 1.2 ciing

nhu trinh bay chi tiét & cac phan sau.
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Hinh 1.2. Tém tit mot sd yéu to gop phan gay stress oxy hod ¢ tinh tring ngudi.
Ngudn gbc san sinh ROS chinh bao gdm céac dong chay dién tir bi x40 tron
trong ti thé tinh trung, ting cuong hoat tinh cua cac amino acid oxy hoa, du
thira NADPH oxy hoé (vi du NOX35). Stress oxy hoa ciing c6 thé xuit hién
néu co thé thiéu hut su bao vé cia cac chat chéng oxi hoé thong qua dinh

dudng hay mic bénh nhu béo phi, gidn tinh mach thing tinh [74].

1.4.2. Nguén géc ciia cic ROS
1.4.2.1. Nguén géc tiv sw xam lin ciia cdc té bao bach ciu

Ngudn ROS tao ra stress dang nay rat phtic tap, c6 thé co6 nguyén nhan noi
sinh hodc ngoai sinh. Cac yéu td ngoai sinh 1a sy thAm nhiém cia cac té bao bach
cau vao trong tinh dich vao thoi diém xuét tinh tai cic tuyén sinh duc thu cap, phan
16m 14 cac bach cau trung tinh. Sy hién dién cta cac té bao nay phan anh sy tiém 4n
ctia nhiém trung dwong sinh san, mic du ciing khong loai trir cac yéu td khac nhu
chin thwong, phiu thuat va tuy mién. Trong trinh hudng s luong té bao bach cau
twong d6i thip (< 1 triéu/ml) thi lwgng ROS tao ra s& khong gy anh hudng dén
chirc nang cua tinh trung boi lac ndy cac té bao tinh tring van dugc bao vé day du
boi cac chat chdng oxi hoa trong tinh dich. Tuy nhién néu luong té bao bach ciu

vuot qua ngudng noi trén s€ xuat hién tinh trang stress oxi hod, can thié€p vao chuc
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nang cua tinh tring. Néu nhu bach cau van ton tai voi sé lugng 16n trong dich huyén
phu tinh trung di rira sach st dung trong quy trinh hd tro thy thai thi trang thai
stress oxi hoa s& tai dién do thiéu hut cac yéu t6 chéng oxi hoa trong moi trudng
nudi cay IVF thong thudng. Sy ton tai voi ndng do thap cua bach cau trong huyén
phu tinh tring ngudi di rira sach 1a mot yéu té quan trong gdy anh hudng tiéu cuc
dén ti 1¢ thy tinh sau IVF [75]. Van dé nay co thé dugc giai quyét bang cach két
hop véi cac chat chéng oxy hoa nhu N-acetylcysteine dugc bd sung trong méi
trudng nudi ciy. Mit khac cling ¢ thé loai bé co chon loc tinh trang nhiém bach
cau bang cach sir dung cac hat tir tinh phu mot khang thé don dong dic hiéu véi cac

khang nguyén bach cau thong thuong.
1.4.2.2. Nguén goc tir tinh tring

Bén canh nguyén nhin do qua trinh thdm nhidm bach cau, phan 16n cac ROS
gy ton hai dén chirc nang cia tinh tring c6 ngudn gdc ndi sinh tir nhiéu con dudng
khac nhau théng qua dap ng voi nhiéu loai kich thich. Tuy nhién ngudn géc ROS
tir tinh trung it hon cac ROS c6 ngudn gdc tir bach cau. Pay 1a Iy do vi sao phuong
phéap do té bao dong chay rat hiru ich dé danh gia lwong ROS trong tinh dich vi
phuong phap nay cho phép tach tinh trung khoi cac loai té bao khac va don gian
hoa viéc giai thich dir liéu. Nguogc lai phuong phap khac nhu do do sang c6 nguy
co bi nhiu loan do sy hién dién cua cac té bao bach cAu. Van con nhiéu tranh cai
quanh van dé ROS loai nao thit sy dong vai trd quan trong d6i véi chirc ning cua
tinh trung, superoxide, hydrogen peroxide, nictric oxide hay la peroxynitrite. Thuc
té thi tit ca cac chit oxi hoa va gbc ty do déu c6 thé phan tng manh dén mirc chung
lién tuc chuyén d6i 1an nhau va cung gop phan gay ra stress oxy hod cho giao tir
duc. Loai ROS nao thuc su chiém wu thé trong qua trinh nay cho dén nay van con
chua thyc sy rd rang.

Ngoai ra, ti thé cua tinh tring ciing 1a mot ngudn chinh tao ra cac superoxide
[76]. Pay 14 bao quan tao ra cic ROS nhu mot san pham cia qua trinh trao doi chat
hiéu khi tir chudi van chuyén dién tu. Cac ROS ciing duoc tao nén khi cac con
duong tu chét ndi sinh bi kich hoat. Nhitng con dudng nay c6 lién quan tdi tinh

trang mat di dong nhanh chong cua tinh tring, tao thanh ROS tir ti thé va oxi hoa
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pha huy DNA. Boi vay, bat ky yéu td gay stress ndo gay kich hoat mot dap ung tu
chét theo chwong trinh ciing s& hinh thanh nén cac ROS cua ti thé va tir 46 giy mat
chtrc ndng cua tinh trung.

Hinh thanh cdc ROS cua ti thé va tu chét theo chuong trinh 1 mot co ché
quan trong gdy gia hod tinh tring. Tt ca cac tinh trung cua dong vat co va déu chi
c6 thoi gian séng hitu han vai ngay (tuy ting loai), ching s& tré nén gia hoa ca ¢
trang thai in vivo hay trong dng nghiém, mét kha ning séng, di chuyén va giam tinh
toan ven DNA theo thoi gian. Stress oxy hoa dudng nhu 1a mot phan rit quan trong
clia qué trinh gia ho4 tinh triing, xuat phat tir danh gia thuc té 1a kha niang di chuyén
cta tinh trung va tinh toan ven cua DNA c6 thé duoc cai thién dang ké trong moi
trudng dng nghiém néu nhu cac chat chéng oxy hoa duoc két hop vao moéi trudng
nudi dudng [77]. Su tao thanh ROS cuia ti thé ciing bi kich thich béi san pham cubi
cing cua qua trinh peroxid ho4 lipid 13 cac lipid aldehyde. Khong phai tat ca cac
lipid aldehyde déu co lién quan trong qua trinh nay, trong d6 acrolein va 4-
hydroxynonenal 1 nhirng chat kich thich manh mé nhét, hoat hod san sinh ROS cta
ti thé thong qua két hop véi voi cac thanh phan cdu thanh cua chudi van chuyén
dién tu, dac biét 1a acid succinic dehydrogenase. Kha nang cac lipid aldehyde duoc
tao ra do anh hudng cua stress oxy hod, tir 6 lién két v6i cac thanh phan cua chudi
van chuyén dién tir ti thé va kich thich hinh thanh ROS dong nghia véi viée mot
khi qué trinh nay kh&i phat thi n6 s€ tr¢ thanh mot qué trinh tu duy tri, trur khi co

chét chong oxy hoa can thiép.
1.4.2.3. Nguon goc tir NAD(P)H oxy héa

Mot ngudn khac tao nén ROS ¢ tinh trung ngudi chinh 14 cac NADPH oxy
hoa (NOXS5). Vai trd quan trong ctia NOXS5 thé hién qua mirc 6 biéu hién cao trong
tinh trung ctia nhirng nam gidi c6 tinh trung kém di ddng cung voi su tang cuong
ciia cac superoxide, hydrogen peroxide va sy pha huy DNA [78]. Biéu hién cua
NOXS5 ciing ting cao trong nhitng bénh nhan c6 tinh tring hinh dang bat thuong.
V& mit sinh 1y, cac kénh proton H(V)1 vén di ¢6 chic ning diéu tiét 6 di dong

cua tinh trung, nhung cac kénh nay lai can thiét cho vi¢c san sinh cac superoxide
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thong qua NOX5 nham chéng lai mtrc d6 acid cua té bao chét. Phuong trinh cu thé

nhu sau:

NADPH + 20; => NADP" + 20, + H"

Hon nita, ¢6 bang ching cho thady NOX5 va H(V)1 ¢6 lién quan trong viéc
tao ra tin hiéu canxi thong qua Catsper dé dap tng véi kich thich progesterone [79],
mét 1an nita phan anh thuc té 1a hoat dong cua kénh canxi nay rat nhay cam voi
nhirng thay déi vé do pH va NOXS5 dat duoc kiém hoa ndi bao béng cach kich hoat
kénh proton H(V)1. Nhu vay, c6 thé NOXS5 1a chét diéu chinh chinh chirc ning tinh
trung ciing nhu tiém ning trung gian ciia stress oxy hoa va bénh 1y tinh trung . Tuy
nhién, van con chua rd co ché tai sao hoat dong cua NOXS lai tdng cao trong tinh
tring ctia nam gidi vo sinh. Co6 thé cho rang téc d6 cung cap NADPH bi gigi han
trong tinh huéng nay va dong thoi cac té bao s hitu mot luong 16n té bao chét con
sot lai c6 thé thic day hoat dong oxy hoa boi vi chung dwoc cung cip qua nhiéu
glucose-6-phosphate dehydrogenase, mot chia khoa chiu trach nhiém cho diéu hoa
tao NADPH. Tuy nhién cling chua rd lam thé nao tinh trung chudt co lai thé hién
mbi quan hé tuong tu gitta cAMP, su tao thanh ROS va kha ning thu tinh cta chung
[80] nhung chung khong sé hitu NOXS5 - nhu vay c6 thé thdy vai tro ctia cac chat

oxy hoa khac ton tai ¢ loai nay.
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Hinh 1.3. Tiém ning caa NOXS5 trong diéu chinh kha nang thy tinh cia tinh tring.

NOXS5 xuc tac tao ra cac ion am va proton superoxide. Cac proton superoxide kich
hoat kénh proton H(V)1 din t6i cac proton van chuyén ra ngoai té bao va gy kiém
hoa té bao chat. Sy thay d6i pH nay hoat hoa kénh CatSperm va té bao nhan thém
calcium, tir d6 cang thuc day hon nita hoat dong cia NOX5. Cac ion 4m superoxide
cling tham gia qué trinh kich hoat adenylyl cyclase hoa tan va sy tao thanh cAMP,
tir 46 tiép tuc kich hoat PKA va tyrosine kinase. Mot trong nhitng kinase dugc kich
hoat 1a cAbl lai tiép tuc kich thich NOX5. Két qua ctia chudi cac kich thich nay
giup duy tri trang thai hoat hoa lién tuc ctua NOXS5, tiép tuc diéu khién chudi
tyrosine phosphoryl hoa va cudi cing duy tri trang thai tdt nhat cua tinh tring [81].

1.4.3. Pa dang di truyén mét sé gen chéong oxy héa lién quan dén vé sinh nam

Con dudng tin hiéu cta yéu t6 lién quan yéu t6 nhan (nuclear factor erythroid

2-related factor-NRF2) va chirc ning diéu hoa cac enzyme chdng oxy hoa cta con
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duong nay di duoc bao cdo 1a dong vai tro then chét trong hang rao chéng stress
oxy héa ctia qua trinh sinh tinh va thu tinh [82, 83]. M6t s enzyme chéng oxy hoa
khac nhu superoxide dismutase (SOD), glutathione (GSH) va catalase (CAT) ton
tai luong 16n trong tinh dich hodc cac té bao tinh trung. Hau hét cac gen ma hoa
cho cac enzyme noi trén bao gém NRF2, SOD, CAT, GST, GPX va NOS déu mang
nhiéu bién thé, ma tir d6 dan dén hién tuong vo sinh nam.

Céc bién thé di truyén 1a mot yéu t6 nguyén nhan quan trong gy nén tinh
trang vo sinh nam, vay nén bién thé thudc cac gen mi hoa cho cac enzyme chéng
oxy hoa co thé chiu trach nhiém cho tinh trang vO sinh nam, dac bi¢t la trong moi
trudng chiu stress oxy hoa. Cho téi nay, cac bién thé di truyén cua cac gen chiu
trach nhiém chéng oxy héa nhu NRF2, SOD, GST, NOS, CAT va GPX da duoc cong
b 14 c6 lién quan t&i vo sinh & nam gigi. Trong tinh hinh ti 1& v6 sinh nam tiép tuc
gia ting, nhitng khao sat vé mdi lién hé cua tinh trang vo sinh nam véi cac bién thé
di truyén ciia cdc gen chdng oxy hoa khong nhiing giup tim hiéu mang ludi chong
oxy hoa lién quan dén ROS ma dong thoi c6 thé kham phé ra nhitng ddu 4n phan tir
tiém ning cho chian doan ciing nhu danh gia nguy co vo sinh nam trong thyuc hanh
lam sang.

Cdc enzyme chong oxy héa trong qud trinh sinh tinh

Nhu d3 trinh bay ¢ ndi dung trude, mot sd gen chéng oxy héa cé vai trd trong
qua trinh sinh tinh da duoc xac dinh & dong vat c6 vu bao g@)m NRF2, SOD, CAT,
GPX, GST, PRX, GRX, TRX va NOS. Cac enzyme dugc ma hdéa boi nhém gen nodi
trén tham gia vao cic phan ung chéng oxy hoa, tong hop GSH va khir, chu trinh

oxy hoa khtr trong qua trinh sinh tinh (Hinh 1.4 va Bang 1.1).
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Hinh 1.4. M6t s6 enzyme chdng oxy héa quan trong dbi voi qua trinh sinh tinh.

NRF2 diéu hoa sy biéu hién cua rat nhiéu enzyme chéng oxy héa bao gém
peroxydoxin (PRX), thioredoxin (TRX), glutathion peroxidase (GPX), glutathione
S-transferase (GST), superoxide dismutasese (SOD) va catalase (CAT). Nguon goc
ctia cac ROS 1a céc ion &m superoxide (02-), tir d6 ¢ thé dwoc chuyén thanh H202
théng qua sy xuc tac ctia SOD. Pong thoi H202 c6 thé dugc phan hity thainh H20
théng qua CAT, TPX hoic PRX. Cac GST tham gia chuyén héa cac méi lién két
cua GSH dang khtr thanh céc co chét khac. NOS xtc tac cho sy tao thanh NO tir L-

arginine.

Bang 1.1. Cac enzyme chong oxy hoa chinh trong qua trinh sinh tinh

Enzyme Tén Pong phan & nguoi TLTK

NRF2 Nuclear factor rythroid ~ NRF2 [84]

2-related factor

SOD Superoxide dismutase SOD1, SOD2, SOD3 [85]
CAT Catalase CAT [66]
NOS Nitric oxide synthase NOS-1, NOS-2, NOS-3 [86]
GST Glutathione S- GSTA1-GSTAS, [87]

transferase GSTZ1, GSTM1-
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GSTMS, GSTO1-
GSTO2, GSTP1,
GSTT1-GSTT4

PRX Peroxiredoxin PRX1-PRX6 [88, 89]
GPX Glutathione peroxidase = GPX1-GPX8 [90]
TRX Thioredoxin TRX1, TRX2 [91]

Enzyme NRF2 1a enzyme then chédt trong hang rao chdng oxy héa, diy la
yéu td phién ma kich thich cac enzyme chdng oxy héa thong qua yéu té dap tng
vo1 stress oxy hoda (Antioxidant response element-ARE). Trong phan ing véi tinh
trang stress oxy hoa, NRF2 lién két voi ARE, tro thanh trung gian cho qua trinh
hoat hoa phién ma cac gen dap tng va diéu chinh cac co ché bao vé in vivo khdi tac
hai cta qua trinh oxy héa. Trong s6 nhom gen duoc diéu hoa boi con dudng tin
hi¢éu NRF2-ARE, SOD va CAT la cac enzym c6 chirc nang bao vé tinh trung khoi
tac hai cua stress oxy hoa gay ra bdi superoxide va HoO2. Nhom SOD tham gia xtc
tac cho phan ing di phan superoxide tao thanh Oz hoac H20,. Ba hg enzyme SOD
bao gdm SOD1 (dang tan), SOD2 (t6n tai & ty thé) va SOD3 (ngoai bdo), trong s6
d6 thi enzyme SOD2 biéu hién manh & tinh dich. Dbi v6i enzyme CAT, nhém nay
dong vai tro xiic tac cho sy phan hity H>O» thanh O» va H»O, tir 6 gitp 6n dinh
lugng ROS ¢ mirc dd binh thudng va bao vé cac té bao tinh tring khoi nguy co bi
ngd doc boi cac ROS.

béi v6i NOS, day 1a mét ho gém cac enzyme xuc tac cho qué trinh hinh
thanh NO tir L-arginine, day 13 chat chong oxy hoa nho loai bo cac ROS khi ¢ nong
d6 thap [92]. Vai tro cua NO trong tinh di dong cua tinh tring va anh huéng cia
NO 1én kha ning sinh san da duoc chimg minh trong kha niang di chuyén va ty 1é
séng cua tinh trung, qué trinh trao doi chat va phan Gmg acrosome. C6 ba isoenzyme
thudc ho NOS di duoc xac dinh & dong vat ¢ via, bao gdm NOS than kinh (nNOS;
NOS1), NOS cam tng (iNOS; NOS2) va NOS ndi mo6 (eNOS; NOS3) [93].

Cac GST 1a cac protein ton tai phong phu & té bao chét, c6 chirc ning xtc

tac cho sy gan két cia GSH véi cac co chat tich dién ngoai lai, qua trinh nay thuong
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tao ROS in vivo. Ho protein GST bao gf)m 3 siéu ho nhu sau: thudc té bao chat,
thudc ty thé va thudc microsome. O ngudi, cac GST bao gom GSTKI1 (ty thé),
MGST1-MGST3 (microsome) va GSTA1-GSTAS, GSTZ1, GSTMI-GSTMS,
GSTO1-GSTO2, GSTP1 va GSTT1-GSTT4 (té bao chat) [94].

TPX, PRX va GRX 14 cac enzyme tham gia vao qua trinh khtr cdc nhém thiol
trong té bao. TRX va GRX dong thoi xtc tac cho phan tng khtr cac protein chua
luong nho cac disulfide [95]. TRX1 nam & khu vuc té bao chat va nhan, trong khi
d6 TRX2 biéu hién chinh ¢ ty thé. Cac enzyme PRX 1a mot nhom enzyme oxy hoa
manh véi lugng 16n nham tach hydroperoxidase va H,O,. Ho protein GPX xic tac
cho phan tng khir thiol voi glutathione [90]. Trong sd cac protein thudc ho nay,
GPX4 biéu hién manh ¢ tinh hoan va hién nay duoc coi la yéu t6 rat quan trong d6i
voi qué trinh sinh tinh. Trong khi d6 GPXS5 1ai chi biéu hién dic trung & mao tinh

hoan va c6 kha nang dong vai tro duy tri tinh toan ven cua DNA tinh trung [96].

Mot s nghién ctu trén moé hinh dong vat da khéing dinh thém cac mRNA
mi héa cho mot s6 gen chdng oxy héa cé thé duoc duy tri véi mire d6 6n dinh trong
tinh hoan cta chudt [97]. Vi du nhu mic mRNA cta SOD2 duoc diéu chinh dé dat
murc biéu hién cao nhét trong giai doan ky sau cta giam phan ¢ cac té bao sinh duc,
trong khi d6 thi mirc 6 mRNA ctia GPX va CAT lai kha 6n dinh [97]. TPX va PRX
lai biéu hién manh & tinh hoan va chirc ning cia 2 enzyme nay trong qua trinh sinh
tinh da dwoc nghién ctru sau trén mo hinh chudt thong qua co ché bat hoat gen [88,
91]. Tém lai, cdc gen chdng oxy hoa bao gdm NRF2, GPX, PRX, GRX, TRX va NOS
dong vai trd ¢ nhirng giai doan khac nhau trong qua trinh sinh tinh, va nhirng khiém
khuyét trong biéu hién cta cic gen nay déu co6 thé gop phan dang ké vao tién trién

cua tinh trang v6 sinh nam.
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Hinh 1.5. Lién hé giita cac enzyme chdng oxy hoa, stress oxy hod va v6 sinh nam
Cac enzyme chdng oxy hoa nhu CAT, NOS, GPX... giup can bang cac ROS ¢ mirc
do sinh Iy. Truong hop thiéu hut cac enzyme chéng oxy hoa, ROS trd nén du thira
va gdy nén tinh trang stress oxy hoa, dan téi vo sinh thong qua cac qua trinh

peroxide ho4 lipid, pha huy DNA tinh tring va té bao tu chét [98].
NRF2

Thiéu hut chtrc ning NRF2 d3 dwoc chimg minh 13 ¢6 anh hudng toi qua
trinh sinh tinh va phuy thudc do tudi trén mo hinh chudt knock-out [83]. M4t nghién
ctru vé co ché di chi ra rang chudt bi knoc-out gen Nrf2 c6 muc d6 peroxy hoa lipid
cao trong tinh hoan va mao tinh hoan cta ching. Mat khac tdc do tu chét cua cac
t& bao mam sinh tinh ting 1én va cac chat chdng oxy hoa giam xudng so véi nhiing
con chudt khéng mang dot bién & cung do tudi [83].

O ngudi, ¢ hai SNP ctia NRF2 13 rs6721961 va rs3562124 c6 mdi lién hé vai
tinh trang tinh trung yéu (sb luong thip véi kha ning di chuyén kém). Nhitng ngudi
mang kiéu gen 617TT va 653TT c6 nguy co cao hon méc phai tinh trang tinh tring
yéu nhu vay [99]. Hon nita, kiéu gen NRF2 rs6721961 TT tdn tai véi tin s6 cao
hon & nhitng nguoi nghién thude 14, ¢6 chét luong tinh dich kém hon so véi nhitng
ngudi ma chét lugng tinh dich t6t hon. Pdng thoi nhirng nguoi nghién thude 14

mang kiéu gen NRF2 rs6721961 TT ciing cho thdy mét do va sé luong tinh trang
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trong tinh dich kém hon so v&i nhitng nguoi nghién thube 14 nhung khong mang
kiéu gen nay [84].

O mtc d6 mRNA, biéu hién ctia NRF2 & nhém vé sinh nam thép hon so véi
nhom ddi ching [100], dong thoi ciing ¢6 mdi lién hé gitta mirc 6 biéu hién cia
NRF2 mRNA va nhirng thong sb dic thu cua tinh trung nhu néng do, do di dong,
va ti 16 sdng [100]. Pang cha y, mot protein 1a DJ-1 gitp on dinh NRF2 ciing ¢
lién quan t&i tinh trang v6 sinh nam. Cuy thé, ndng d6 ctia DJ-1 trong cac té bao tinh
trung thudc nhom bénh nhan tinh trung yéu thap hon so vi nhém déi chirng khoe
manh [101]. Do vay, bién thé gen anh hudng t6i chirc ning va mirc do biéu hién
ctia NRF?2 ciing nhu nhitng yéu té diéu hoa protein nay déu c6 mbi lién hé mat thiét

t6i sy bat thuong trong qua trinh sinh tinh ¢ nam gidi.
GST

C6 ba loai bién thé di truyén cta gen GST gdm bién thé mat 2 allele GSTTI
(GSTTI null), mat 2 allele GSTMI (GSTMI null) va GSTPI 6624A>G
(p.105Ile>Val) di duoc nghién ciru trong thoi gian dai va chting minh 13 ¢6 méi
lién hé v6i vo sinh nam & nhiéu quan thé ngudi khac nhau. O mot quan thé phia bic
An Do, khao sat cho thay kiéu gen GSTTI null c6 lién quan téi tinh trang vo tinh
ma khéng do tic nghén dng dan tinh [102]. Tai Dai Loan, nhitng bénh nhan mic
bénh gidn tinh mach thirng tinh mang kiéu gen GSTMI null c¢6 muc d6 8-OhdG
trong DNA tinh trung cao hon va lugng cac thiol cung véi acid ascobic trong tinh
dich thap hon so v6i nhitng bénh nhan mang gen GSTM1 kiéu dai [103].

O quén thé nguoi Tho Nhi Ky, tic dong c6 hai cua stress oxy hoa dén tinh
tring dugc danh gia 12 cao hon & nhirng bénh nhan c6 kiéu gen GSTMI-null so véi
nhom ddi chirmg mang 2 ban sao binh thudng cuia gen nay [104]. Nghién ctru trén
quan thé ngudi Trung Qubc cho thiy cac kiéu gen GSTMI null va GSTTI null 1a
yéu td gy ting nguy co nhay cam véi su suy yéu cta qua trinh sinh tinh nhu chimg
vO tinh vO can hodc tinh mat do tinh trung thép [105, 106].

Cac enzym GST rat quan trong trong viéc bao vé tinh tring tir viéc bao quan
lanh tinh dich, vi qua trinh nay co6 thé tao ra lugng 16n ROS. Trong tinh dich bo duc
dong lanh da rd dong, mot bién thé rs135955605 trong gen GSTM c6 lién quan
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dén ham lwong ATP cua té bao va téng s6 tinh trung nhu dong [33]. Do d6, cac bién
thé di truyén trong nhom cac gen GST c6 thé anh hudng dén kha ning sinh san cia

nam giGi, bao gdm ca chat lugng tinh tring va két qua ciia bao quéan lanh tinh dich.
GPX

C6 ba dang dong phén cua prtotein GPX khu trG & nhirng vi tri khac nhau
trong té bao 1a té bao chat, ty thé va nhan. Nghién ctru trén mo hinh chudt cho thay,
protein GPX4 thudc té bao chat rat can thiét cho sy phat trién cua phoi thai va qua
trinh sinh tinh [53], va mat GPX4 trong ty thé (mGPX4) ciing gdy vo sinh & chudt
duc. Piéu nay din dén lam suy giam chat luong tinh tring va cc bat thuong vé cu
trac nghiém trong, gidm kha nang van dong cua tinh trung va chirc nang mang ty
thé [52, 88].

O ngudi, tinh tring bi thiéu hut GPX quan sat thay & 26% nam gidi vo sinh
duoc chan doan sd lugng tinh trung thip va kha ning di chuyén kém [90]. Mot
nghién ctru khic da goi y rang sy biéu hién cia PHGPx-mot selenoprotein thudc vé
ho peroxidase glutathione, c6 thé lién quan dén giam sb luong va kha nang di
chuyén cua tinh trung. Tuy nhién, cho dén nay, khong c6 da hinh nao cua GPX duogc
bao c4o 13 c6 lién quan dén vo sinh nam [91]. Bdi vay, can truy tim cac bién thé
GPX4 trén quy md 16n hon nham dua ra két luan vé nguyén nhén tiém 4n cua vo

sinh nam lién quan dén gen nay.
SOD

Hoat dong cua SOD dugc biét dén 1a c6 mbi tuong quan thuan voi mat do
tinh tring va kha nang van dong cia tinh tring, nhung lai c6 mdi lién hé nghich véi
s phan manh DNA cua tinh trang. Nhirng bién thé di truyén cua gen SOD ciing c6
thé lién quan phan nao dén kha ning sinh san. Vi du nhu da hinh c.47T>C
(p.16Val>Ala) (rs4880) thudoc gen SOD2 c6 lién quan téi tinh trang vo sinh va ti 1€
mang thai thanh cong khi thyc hién IVF [107]. Trong cac nghién ctru bénh-ching,
su c6 mat cua Ala-MnSOD allele lam ting nguy co vo sinh nam [108]. Nhitng nam
gi6i mang kiéu gen SOD2 ¢.47CC ciing thé hién murc hoat tinh thip cta enzyme
twong tng. O mot quan thé ngudi Trung Qudc, khao sat vé bién thé rs4880 cua

SOD2 cho thiy bién thé di truyén nay khong nhitng gy ting nguy co vo sinh ma
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con lam tdng murc d§ phan manh ctia DNA tinh trung cling nhu gidm hoat tinh cta
enzyme SOD [108, 109]. Trén m6 hinh chudt, nguoi ta da xac dinh duge SOD dong
vai trd quan trong d6i v6i su phat trién cia tinh hoan ciing nhu qua trinh sinh tinh.
Nhitng ban phién ma ctia SOD duoc phat hién v6i mirc d6 nhiéu nhat ¢ cac dng dan
tinh, & giai doan ngay trude thoi diém cac tinh tring trudng thanh duoc giai phong
tir cac té bao Sertoli vao 10ng dng dan tinh [110]. Trén mé hinh rudi gidm, nhiing
dot bién mat chire niang hoan toan cua Sod dan téi vo sinh & chudt duc, déng thoi
gen chuyén Sod! cta bo di gitap khic phuc kiéu hinh v6 sinh ¢ chudt duc [111].
Bén canh d6, sy suy giam nhanh chong cac té bao sinh tinh d3 dwoc quan sat thiy
¢ chuot bi knockout Sod! trong tinh trang chiu cang thfmg nhiét [112]. Boi vay, su
bat hoat hodc mang céac bién thé gay anh hudng téi chirc ning trong cac gen SODI

va SOD2 déu c6 thé dan t6i nhitng bat thudng trong qua trinh sinh tinh.
NOS

Trong tinh hoan, NOS chiu trach nhiém san xuit NO trong sudt qua trinh
sinh tinh. Pong thoi nhitng bién ddi di truyén ctia NOS c6 thé 1a yéu t6 tiém an gy
sai hong qua trinh sinh tinh. Mot s6 allele cia NOS di dugc bao céo 1a lién quan
t6i giam chirc nang cua tinh trung. O nhitng nam gidi v6 sinh nguoi Hy Lap, c6 mbi
twong quan giira cac bién thé -786T>C va ¢.894G>T (p.298Glu>Asp) véi su suy
giam cac dic diém 1am sang quan trong cua tinh tring, ddng thoi mirc do stress oxy
héa cia tinh triung ciing ting 1én [113]. Nghién ctru trén quan thé ngudi Y ciing cho
thay bién thé ¢.894G>T (p.298Glu>Asp) c6 lién hé véi suy giam d6 di dong cia
tinh trung [114]. Nhitng bang chimng nay ciing da duoc 1ip lai khi nghién ctu trén
quan thé ngudi Trung Qudc.

CAT

Hoat dong cua cac enzyme thuy phan di dugc ching minh 13 c¢6 méi lién
quan t&i chat luong tinh tring kém [115, 116]. Pong thoi mot nghién ciru da bao
cdo rang kiéu gen CAT -262TT c6 mbi quan hé nghich v6i kha ning sinh san &

nhiing nam gi&i vo sinh v6 can [115].
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Mot s6 bién thé di truyén 1a yéu t6 nguy co gdy vo sinh nam thudéc nhom cac
gen mi hoa cho cac enzyme cén thiét bao vé co thé khoi stress oxy hoa dugc tong
hop tai Bang 1.2.

Bang 1.2. Nhitng bién thé di truyén thudc cac gen ma hoa cho enzyme chéng oxy
hoa li€n quan dén vo sinh nam

Gene Bién thé Anh huéng Cha thich TLTK
NRF2 Xoa gen V6 sinh Chudt [83]
16721961 Tinh trung yéu Nguoi [99]

g.178130037T>G

1835652124 Tinh trung yéu Nguoi [99]
g.178130073T>C

GST  Xoa gen GSTM1 V6 sinh, tinh tring yéu, giin Nguoi [102,
tinh mach thung tinh 103,
106,
117]
Xoa gen GSTTI V6 sinh, gian tinh mach thung Nguoi [118]
tinh
GSTM 1 Nhu dong cua tinh trung sau BoO [119]
rs135955605 bdo quan lanh
C>G

GSTP1 p.1051le>Val Vo sinh, thiéu tinh, vo tinh Nguoi

GSTP1 Vo6 sinh kém theo gian tinh Nguoi [120]
p.114Ala>Val mach thurng tinh

SOD  SOD2 rs4880 Vo6 sinh vd can, mat d§ tinh Nguoi [121]
cATCC trung, d6 nhu dong cua tinh

trung, phan manh DNA cua
tinh trung
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Xoa gen SOD1 Pha huy té bao tinh tring khi Chudt [112]

chiu stress nhiét

CAT  -262C>T Vo sinh vo can Nguoi [115]
NOS  eNOS 786C>T V6 sinh vO can Nguoi

eNOS 894G>T Tinh tring yéu, v6 sinh vo cin Nguoi 221
GPX  Xo4 GPX4 V6 sinh, ¢6 dic chat nhiém sic  Chuot [123]

cua tinh trung

Xoa GPX5 DJ toan ven cua tinh trung Chuot [96]

1.5. Tinh hinh nghién ctru vé v6 sinh nam tai Viét Nam va trén thé gioi

1.5.1. Nhitng hwéng nghién civu vé nguyén nhén di truyén ciia vé sinh nam trén
thé gidi

Pho bién thé di truyén cua bénh nhan v6 sinh nam vé cung phtc tap béi tinh
dich va cdu tric mé hoc cua tinh hoan rat khéng ddng nhat. Cho téi nay, c6 it nhét
2.000 gen c6 thé chi phdi qua trinh sinh tinh [124]. Nhiing phuong phap xét nghiém
di truyén théng thudng cho nam gidi vo sinh trong thuc hanh 1am sang hién nay 1a
xét nghiém nhiém sic thé do, sang loc mat doan nho trén nhiém sic thé Y va xét

nghiém dot bién gen CFTR.

Lap nhiém sic thé dd: Hoi ching Klinefelter 1a hoi ching thuong bat gip
bt thuong nhiém sic thé nhat. Bt thuong di truyén giy ra hoi chimg Klinefelter
anh huéng dén 1:660 nam gidi va ciing 13 nguyén nhan di truyén phd bién nhat cua
nam gi¢i vo tinh khong do tic nghén. Ngoai ra, nam gidéi mac hoi chimg de la
Chappelle véi bo nhiém séc thé 46 XX 1a mot hoi ching hiém giip véi ti 16 1:20.000
nam gidi. Nguyén nhan do mot ving trén nhiém sic thé Y bao gdm ca gen SRY bi
chuyén sang mot nhiém sic thé thuong khac trong qué trinh giam phan [125]. Co
nhitng bang chimg thuyét phuc cho thiy bat thudng nhiém sic thé phd bién & nhom
nam gidi thiéu tinh va vo tinh so v&i nhém déi chimg (0,4% & quan thé chung, 3,6%

& nam gidi thiéu tinh va 15% & nam gidi vo tinh) [126]. Tuy vy, phuong phap lap
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nhiém sic thé d6 co han ché 13 d6 phan giai thap, khong thé phat hién duoc cac dot

bién diém, dich khung hay cac vi mat doan.

Xét nghiém vi mat doan trén nhim sic thé Y: Khoang 90% chiéu dai ciia
nhiém sac thé Y chtra cac vat chat di truyén dic trung cho giéi tinh nam, c6 khoang
80 gen chiu trach nhiém quan trong déi v6i su phat trién gidi tinh va qua trinh sinh
tinh [127]. Vung trinh ty quan trong nhat c6 thé ké dén 1a ving chua yéu t6 giy vo
tinh (AZF) bao gdm ba phan vung 1a: AZFa, AZFb va AZFc¢ c6 kich thuéc khoang
1,5 Mb. Céc vi mat doan khong thé phat hién duogc bﬁng viéc 1ap nhiém séc thé do
ma can phai thuc hi¢n ki thuat PCR vo1i cac cap mdi dic hiéu. Cho té6i nay, Vién
Han 14m nam khoa Chau Au va Mang ludi di truyén phan tir Chau Au dd c¢6 chi din
vé 6 cap mdi dic hiéu cho cac gen AZFa, AZFb, AZFc, véi cac két qua lap lai kha
quan giita nhiéu phong thi nghiém [128]. C6 khoang 7,5% nam gidi vo tinh va thiéu
tinh mang vi mat doan trén nhiém sic thé Y, con sb nay ciing dao dong giita cac
quan thé khac nhau trén thé gi6i. Ti 1& ndy cao hon & nhém nam giéi vo tinh khong

do tac nghén va thiéu tinh nang (10-15%) [129].

Sang loc ddt bién gen CFTR: c6 khoang 80% nam gidi duoc chan doan
khéng c6 dng dan tinh bam sinh (mot hodc hai bén) mang dot bién trén gen CFTR.
Cho t6i nay c¢6 hon 2000 bién thé di truyén thudc gen nay di duoc bao cao voi
nhirng quan sat kiéu hinh da dang tir nhe dén nghiém trong [130]. Bién thé cia
CFTR dugc xac dinh bang cach giai trinh ty gen tryc tiép. Hién nay c6 nhiéu kit
xét nghiém di dugc thuong mai hod c6 kha ning sang loc tir 20-60 bién thé phd
bién nhit trong gen nay [131]. Cong nghé giai trinh ti thé hé méi di cai thién dang

ké tinh chinh x4c trong chan doan va giam gia thanh xét nghiém [132].

C6 thé thay cac xét nghiém di truyén 1a mot cong cu khong thé thiéu trong
qua trinh theo ddi, chan doan va diéu tri vo sinh nam nhitng van con nhiing trudng
hop khéng thé xac dinh duoc nguyén nhan vo sinh. Cung véi sy phat trién nhanh
chéng cua cac cong nghé phan tich di truyén, cac chién lugc phan tich hé gen trong
vong 20 nam trd lai diy bao gém: cac phuong phéap dua trén nén tang microarray
(SNP array, exome array, CGH array) va giai trinh ty thé hé méi (Next Generation

Sequencing-NGS).
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Nghién ctru lién két toan bd hé gen (Genome Wide Association Study-
GWAS) 1a hudng nghién ctru dya trén nén tang SNP array d3 duoc ap dung trong
nghién ctru vé v6 sinh nam gan day. Nhiéu locus gen m&i lién quan téi dic diém vo
sinh nam da dugc phat hién tir cac nghién ciru GWAS. Trong mét nghién ciru thuan
tap 1on & nam gi6i chau Au, 172 bién thé gen tng vién lién quan dén dic diém thiéu
tinh hodc vo tinh d3 duoc khéao sat. Két qua phan tich théng ké xac dinh duoc mot
s6 SNP c6 mdi lién hé dat muc ¥ nghia thong ké véi tinh trang thiéu tinh hoic vo
tinh [133]. Mot nghién ciru GWAS khéc da phat hién cac gen tng vién c6 méi lién
hé voi dac diém vo sinh nam, trong d6 ¢6 9 SNP duogc xac dinh 1a lién quan téi tinh
trang giadm kha nang sinh san [134]. Trong cac ndm 2011 va 2014, hai nghién ctru
GWAS quy mé 16n trén quan thé nguoi Trung Qudc lan dau tién xac nhan mot sb
locus gen méi c6 mdi lién quan t6i dic diém vo tinh khong c¢6 nguyén nhan do tic
6ng dan tinh. Nghién ctru trén 2.927 bénh nhan v tinh khong do tac nghén 6ng dan
tinh va 5.734 dbi chirmg cho thdy mdi lién hé c6 y nghia thong ké giita nguy co mic
bénh véi mot sd cac bién thé bao gdom PRMT6 (rs12097821), PEX10 (rs2477686)
va SOX5 (rs10842262) [135]. Giai doan sau d6, kiém chung rong hon véi 3.608 ca
v6 sinh nam khong do tic nghén 6ng din tinh va 5.909 dbi chimg da phat hién
nhiing locus gen nguy co méi, trong d6 ¢c6 mot gen mdi 1a GEK, day cling 1a gen

gy v sinh trén md hinh rudi giam duc [136].

Tuy nhién cho téi nay, cac con dudng tin hiéu chdng oxy héa tham gia vao
dic diém v sinh nam van chua dugc trién khai phan tich theo phuong phap GWAS.
Ngoai ra, chi c6 mot s6 tinh trang bénh nhu vo6 tinh hoac thiéu tinh 1a da duoc khao
sat moi lién hé kiéu gen-kiéu hinh & mirc d6 toan hé gen. Nhiing réi loan phd bién
nhu tinh tring kém di dong hay tinh tring yéu van chua dugc quan tim nghién ctru.
D6 d6, can tién hanh 4p dung cac cong nghé phan tich di truyén hién dai trong
nhitng nghién ctru vé da dang di truyén cac gen chéng oxy hoa trong mbi lién quan
v&i cac dic diém vo sinh nam & mirc d6 toan bd hé gen.

Exome array la mot nén tang kha méi, dugc tién hanh phan tich dua trén dir
li€u giai trinh ty toan by h¢ gen ma hoa (Whole Exome Sequencing-WES). Khong
nhu SNP array, phuong phap nay cho phép phén tich nhitng bién thé di truyén vai
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tan s thap hodc hiém trong ving ma hod. Mot phan tich 240.000 bién thé c6 tan sb
dudi 5% thudc ving mi hoa trén 962 bénh nhan vo tinh khong do tic nghén ong
dan tinh va 1348 dbi chimg khoé manh nguoi Trung Qudc di xac dinh ba yéu td
nguy co. Cu thé 13 cac bién thé rs2298090, rs200847762 va rs11754464 thudc ving
6p21.33 c6 lién quan dén nguy co vo tinh khong do tic éng dan tinh [137].

Lai so sdnh h¢ gen dua trén microarray (aCGH-array Comperative Genomic
Hybridization) 1a ki thuét thé manh trong viéc phat hién cac bién thé vé s luong
ban sao (Copy number variant-CNV). Cac CNV la nhiing phan doan NST mang it
nhét 1000 cip bazo, va s6 lugng cac CNV khac nhau gitra tirng ca thé. Mat gen AZF
1a mot vi du dién hinh vé anh hudng cua mét doan dén chirc nang sinh tinh. Céc
nén tang aCGH di duogc 4p dung & ndm nghién ctru khac nhau dé xac dinh cac CNV
méi ¢ nhitng bénh nhan c6 rdi loan sinh tinh [23, 138-141]. Trong dé, phan tich
CNV tir mdu mau cta 15 nam gidi chau Au vo tinh cho thiy mat doan ban hop tir
kich thuéc 90 kb, bao gdm mot phan gen TEX/I trén NST X & mot bénh nhan vo
tinh. Nhirng nghién ctru sau d6 ciing gia dinh dot bién gen TEX1! d3 can thiép vao

qua trinh giam phan ¢ nguodi va & chuot [23, 142].

NGS la cong nghé giai trinh ty thong lugng cao cho phép gidi ma nhanh
chong va hiéu qua toan bd vung ma hoa hodc toan by h¢ gen nguodi. Co so dir li€u
tao ra cho phép phan tich sang loc nhirng yéu t6 di truyén méi. Trong linh vuc vo
sinh nam, giai trinh ty 261 gen dich da phat hién 18 gen ing vién mdi lién quan
dén suy sinh duc nam va hoi ching Kallmann. Dong thoi hai dot bién mai giy bénh
cua gen FGFRI cliing da dugc xac dinh [143]. WES da duoc xem xét trong muc
tiéu sang loc di truyén & nhirng khia canh nguyén nhan bénh sinh khic nhau ciia
qua trinh sinh tinh (chét lugng, sb lugng, tac 6ng dan tinh, truc ha déi-tuyén yén).
Phuong phap nay da chi ra mot sé gen Gng vién méi nhu MAGEB4, SUNS5, SRAI
va ADGRD [144-147].

Bén canh nhitng chién lugc tiép can bang nhiéu phwong phap sang loc di
truyén khac nhau nham 1am sang to yéu t6 gdy bénh/nguy co tiém an vé mit di
truyén cua vO sinh nam, stress oxy hoa va da hinh di truyén cta cac gen tham gia

vao cac con duong tin hi¢u chong oxy hoa ciing da dugc trién khai nghién ctru rat
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rong rai. Nhu da trinh bay ¢ nhitng ndi dung trude, mot sé bién thé pho bién thuodc
cac gen SOD, NOS, GST, NRF2, CAT di cho thy bang ching c6 lién quan véi vo
sinh nam vé cin. Hau hét nhitng nghién ctru trén nhoém gen chdng oxy hoa di duogc
tién hanh khu tri & nhiing quan thé ngudi nhat dinh. Trong tuwong lai, nhiitng ké
hoach hop tac nghién ctru mang tinh tong thé va toan dién vé cac con dudng tin
hiéu sinh hoc then chét cia qua trinh sinh tinh ciing nhu tap hop s6 liéu tir da trung
tdm rat can duoc luu ¥ dinh huéng va tiép tuc khao sat dé co sé xay dung nguyén

nhan di€u tri va san xuat cac ché pham dicu tri v6 sinh.
1.5.2. Nhitng huwdng nghién ciru vé vo sinh nam tai Viét Nam

Nguyén nhan di truyén do mét doan gen AZF & nhém bénh nhin v6 sinh nam
khong c6 tinh trung da duogc khdo sat boi PGS. Luong Thi Lan Anh va cs [148].
Nghién ctru nay d3 xac dinh duoc 12/30 nam giéi vo sinh c6 mat doan gen AZF bao
gdm ca ving co ban va mé rong bao gom c6 AZFb va AZFc. Bén canh d6, mtc do
dut gay DNA tinh tring ciing duoc cho 1a yéu t6 anh huéng dén kha ning sinh san
ty nhién hodc cac trudng hop can hd tro sinh san ciia nam gidi. Nghién ciru cia
Duong Thi Nhan va cs da bao cao mdi lién quan giita mirc d6 phan manh cua tinh
tring véi do di dong va ti 1é séng cua tinh trang [149]. Cu thé nhom c6 ti 1¢é tinh
tring song thap (dudi 68%) c6 mirc d6 phan manh tinh tring cao hon dang ké.

Cac nhém nghién ctru tai Bénh vién trung vong quan d6i 108, truong dai hoc
Y Ha Noi ciling da trién khai huéng nghién ciru danh gia anh huéng cia nong
nguyén td vi luong (kém) hoic fructose trong huyét thanh/tinh dich véi dic diém
v6 sinh nam [150, 151]. Két qua nghién ciru cho thay nong do fructose trong tinh
dich c6 gia tri dinh huéng cho chan doan vo sinh nam khong c6 tinh trang do tic
nghén [150]. Hudng nghién ctru vé da hinh di truyén mot s6 gen nhu FSIP2
154666689, PON2 157493, DNAHI 1312163565 trong méi lién quan tdi tinh trang
v6 sinh nam nguyén phat da duoc tién hanh bsi Vién Nghién ciru hé gen két hop
v6i Pai hoc Y Ha Noi. Tuy nhién khong c6 bién thé nao trong ba gen néi trén duoc
b4o c4o 1a c6 mbi lién hé voi vo sinh nam [152, 153]. Ngoai ra, mdi tuong quan
giita stress oxy hod voi da hinh di truyén ciia gen NAT2 va GSTPI trong nhém vo

sinh nam nguyén phat di duwoc khao sat boi Vi Thi Huyén va cs [154]. Két qua



39

nghién ciru cho thay cac kiéu gen CT va TT clia NAT2 (481 C>T), GA va AA ciia
NAT2 (590 G>A), GA + AA cua GSTPI (313G>A) va CT + TT cua GSTPI
(341C>T) 1a nhitng yéu té ting nguy co cua vo sinh nam. Mirc d6 stress oxy hoa
ctia cac mau tinh dich ciing cao hon & nhitng nam gidi mang cac bién thé gen nay.
Nhu vy cho t&i nay, chua c6 nghién ctru quy md nao vé mdi lién hé giira cac bién
thé di truyén cila cac gen chiu trach nhiém cho hé thong chéng oxy hoa 1a SODI,

SOD2, CAT va NOS3 véi tinh trang v6 sinh nam tai Viét Nam.
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CHUONG 2
VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twong nghién ciu va thoi gian nghién ciéu
2.1.1. Péi twong nghién ciru

Déi tugng nghién ctru bao gdm cac nam gidi trong do tudi sinh san: 107 nam
gi6i (tudi tir 21-50) duwgce chan doan vo sinh nguyén phéat va nhom d6i ching 1a 85
nam gidi c6 kha nang sinh san (tudi tir 23-43). Céac tinh nguyén vién tham gia nghién
ctru dd duoc kiém tra cac chi sd tinh dich d6 vé mat do, do nhét, tinh di dong, ti 16
séng va hinh thai tinh trung tai Trung tam tu van di truyén thuoc Bénh vién Dai hoc
Y Ha Noi.

DP4i v&i nhom vo sinh nam, céc xét nghiém di truyén va té bao hoc d3 dugc
thyc hién nham loai b nhitng nguyén nhan gy vo sinh do bat thuong nhiém sac
thé va nhitng mat doan nho trén nhiém sic thé Y. Ngoai ra, nhitng d6i twong nam
v6 sinh méc cic bénh c6 thé anh hudng dén kha ning sinh san nhu ung thu tién liét
tuyén, dai thdo duong va gian tinh mach thung tinh ciing duoc sang loc va loai bo
khoi nghién ctru. Nghién ctru nay da duoc théng qua bai hoi ddng Y dire thude Pai
hoc Y Ha N6i (76/HMU-IRB). Muc ti€u va y nghia ctia nghién cting nhu tinh bao
mat cta thong tin ca nhin va dit liéu nghién ctru da dwoc giai thich ddy du véi cac
c4 nhan tinh nguyén vién trude khi tién hanh thu mau.

2.1.2. Xdy dwng phiéu thu thip théng tin nghién ciru

Mau phiéu thu thap théng tin dugc thiét 1ap trude giai doan thu miu, duoc
su tu van va xem xét clia cac chuyén gia di truyén y hoc tir Trung tdm tu van Di
truyén thuoc Pai hoc Y Ha Noi. HO so bao gém thong tin chi tiét ctia cac tinh

nguyén vién tham gia nghién ctru dugc bao mat va luu trir tai Pai hoc Y Ha Noi.

Céc thong tin/tiéu chi cu thé trong phiéu thu thap thong tin va phiéu xét

nghi¢m nghién clru bao gom:
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e Thong tin hanh chinh bao gém céac dit liéu vé nhan khau hoc cua cac cap vo
chong: tudi, nim két hon, nghé nghiép dic diém 16i sdng cta ngudi chong,
bénh mic phai.

e Phiéu thong tin xét nghiém tinh dich do.

e Phiéu thong tin xét nghiém stress oxy hoa.

Mau phiéu thu thip thong tin duoc xay dung cho riéng nghién ctru nay va
duoc sir dung trong khai bao cac thong tin hanh chinh ciing nhu khai thac tién sir

cd nhan/gia dinh cua nhom bénh nhan v6 sinh (Phu luc 1).
- Phan hanh chinh: C4c bénh nhan nam duoc lap ho so bénh 4n.

- Phan tién str: Bénh nhan dwoc phong van truc tiép va tra 161 day du cc cau
hoi vé tién st ban than va gia dinh, nghé nghiép, moi truong lam viéc, tién sir mac
bénh, nhiém ddc, chan thuong bd phan sinh duc, tinh trang uéng ruou, tinh trang
ht thube 14, dac diém tiép xtc voi hoa chat, tia phong xa, méc mot s6 bénh tat lién

quan dén vo sinh.

- Xét nghi¢m tinh dich dd duoc thuc hién tai Trung tam tu van di truyén thudc
Bénh vién Pai hoc Y Ha Noi voi quy trinh cu thé nhu sau: D& dam bao tinh chinh
xac cua két qua va chét lugng cua tinh trung, bénh nhan dugc kiéng xuét tinh 3-5
ngay (it nhét 13 2 ngay, nhiéu nhét 1a 7 ngay) va khong sir dung chat kich thich hay
dd udng c6 con trude khi 14y mau xét nghiém. Mau tinh dich duoc dung trong lo
v trung dac biét va phan tich trong vong 2 tiéng ngay sau khi d hoa long (ly giai)
hoan toan. Sir dung may CASA dé phan tich cac chi sb tinh dich db bao gdm: téng
thé tich mau tinh dich thu duoc, dic diém vé hinh dang, do nhot, mat do tinh trung,
s6 lugng tinh trung di dong, mirc 46 van dong cua tinh trung ... Tiéu chuan danh
gia chét luong tinh trung d4 dugc xay dung boi T6 chire Y té thé gidi - 2010 (World
Health Organization-WHO) duya trén chi sb 14m sang cta nhitng nam gidi c6 kha

nang sinh san binh thuong.
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Bang 2.1. Cac chi sd danh gia chat luong tinh tring (Theo WHO 2010)

Chi sb Gia tri binh thuong
Su ly giai Ly gidi ¢ nhi¢t do thuong trong 15-60 phut
Mau sic Xam duc hoac tre“'lng duc va co tinh déng nhat
Thé tich tinh dich >1,5 mL
bo pH >7,2

Tong s6 tinh tring

>29 x 10° mL tinh tring/ 1an xuat tinh

Mat d6 tinh trung

> 16 x 10%mL tinh dich

Muc d¢ di dong cua tinh trung
-Di dong tién toi: PR
-Di dong khong tién t§i NP

-Mat dong: NR

PR > 32% hoac NP + PR > 40%

Ti 18 séng cua tinh tring

> 58%

Hinh dang tinh trung

> 4% Céc bo phan dau, cd, dudi binh thudng

2.1.3. Thoi gian va dia diém tién hanh nghién ciru

7

¢ Thoi gian tién hanh nghién ctru

- Tu thang 1/2019-12/2020: thu thap mau v6 sinh nam nguyén phat (107 mau)

va nam gigi khoé manh 1am nhom déi chimg (85 mau). Panh gia mtc do

stress oxy hod ctia cac mau tinh dich thu duoc tir 107 bénh nhan.

- Tu thang 12/2020-8-2021: Xac dinh cac SNP thudc cac gen SODI, SOD?2,

NOS3 va CAT tor mau mau cua bénh nhan v6 sinh nam va nhém doéi ching.

+ Dia diém tién hanh nghién ctru:

- Maiu mau va mau tinh dich ctia cic d6i twong nghién ctru dugc thu thap tai

Trung tam tu van di truyén thuoc Bénh vién Pai hoc Y Ha Noi.
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- Cac thi nghiém duogc tién hanh tai Trung tam tu van di truyén thudoc Bénh
vién Pai hoc Y Ha Noi1 va Phong Phan tich hé gen, Vién Nghién ctru hé gen,
Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

2.1.4. Tiéu chudn chon mdau nghién cwu

o  Nhom vo sinh nguyén phat:

- Nam gidi trong do tudi sinh san, vo sinh nguyén phat co bat thuong vé sb
luong tinh trung nhu khong c¢o6 tinh trung hodc tinh trung it (< 15 triéu/ml);
hodc c6 bat thudng vé chit lwong nhu bat thudng hinh thai (ti 18 tinh trung
hinh théi binh thudng < 4%) va c¢6 d6 di chuyén kém (tdc d6 di chuyén cua
tinh trung <25 p/s) hoac v6 sinh nguyén phat khong ré nguyén nhan >2 nam).

- Dong y tham gia nghién ciru

o Nhém déi chirng:

- Nam gi6i trong d6 tudi sinh san va khong c6 bat thuong nao vé chirc ning
sinh san.

- C6 it nhat 01 con sinh hoc.

- Pdng ¥ tham gia nghién ciru.

o Tiéu chuan loaqi trir:

- Nam gi6i v6 sinh di duoc x4c dinh nguyén nhan: mat doan nho trén NST Y,
c6 bat thudong NST, tic nghén dudng dan tinh, gidn tinh mach tinh...

- Nam gidi dang mac céc bénh cép tinh hodc c6 van dé vé stc khoe tam than,

- Nam gi6i méc cac bénh anh hudng dén strc khoe sinh san.

- Nhitng ngudi khong dong y tham gia nghién ctru.

2.2. Thiét ké nghién citu va c& miu nghién ciru
2.2.1. Thiét ké nghién ciru
Nghién ciru c6 nhém bénh va nhém ching cit ngang

- Thiét ké nghién ctru: Pay 1a nghién ciru cat ngang c6 ddi ching.
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2.2.2. C& mdu nghién ciru

- C& mau can thiét cho nghién ctru duoc tinh dua trén co so tan s6 xuat hi¢n céac

da hinh gen, dugc xac dinh theo cong thirc sau:

4C
n —
(InOR)* pq

Trong d6: n 1a s6 mau can thu thap; C 13 hing s6 lién quan dén sai sb loai I va
loai II. Lay gia tri a = 0,05 va p = 0,20 thi C = 7,85; OR: Ti s6 nguy co; p: tin sd
xuét hién da hinh gen.

Trong nghién ctru ndy ching toi tién hanh phan tich da hinh ctia cac gen SODI,
SOD2, CAT va NOS3. Bé dam bao sb luong c¢& miu phu hop va co thé bao phu
duoc sb lugng da hinh cua ca 3 da hinh trén chang t6i 4p dung tinh OR va p theo
nghién ctru Aydes va CS [155] trén da hinh gen CYP1A1 véi tan sé xuat hién p =
0,29 va OR= 3,9 di véi kiéu gen Ile/Val va Val/Val (day 1a nghién ctru c6 p va OR
nhé nhét, do viy c¢& miu s& 16n, dam bao duogc gia tri ctia nghién ctu).

+ Thay céc gia tri vao dugc n= 82,5, lam tron 1a 83.

Thuc té, trong nghién ciru ndy ching t6i da thuc hién trén nhém vo sinh cho

cac gen SOD1, SOD2, CAT, NOS3 1a 107 va nhém doi chung la 85.

2.3. Dung cu va héa chit trong nghién citu
2.3.1. Dung cu dwoc sw dung trong nghién cvuu

Cac may moc thiét bi st dung trong xét nghiém tinh dich d6 thudc Trung
tam tu van di truyén thudc Bénh vién Dai hoc Y Ha Noi. Cac thiét bi chinh bao

gdm: may CASA, ti dong -20°C, ta dong -80°C.

Cac may moc, thiét bi cic xét nghiém sinh hoc phan tir trong nghién ciru nay
thudc Vién Nghién ctu hé gen, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam,

cu thé nhu sau:

Cdc thiét bi sir dung chinh bao gom:
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May spindown (Wealtec, M¥), Mdy vortex (Dragon, Trung Qudc), Tu dong
-20°C (Sanaky, Trung Qudc), Can ki thuat (Ohaus, M¥), Ta mét c6 ngin dong
(Electrolux, Thuy Dién), May ly tam (Eppendorf, Ptrc) va may ly tdm lanh da ning
(5810R-buic), May PCR Mastercycler pro S (buc), May dién di (Bio-Rad), May
soi gel va chup anh ty dong DigiDoc-It® Imaging System cua Ultra-violet
production (M¥), Mdy c6 quay chan khong-SpeedVac (Eppendorf, Btrc), May do
quang ph6 (UV-Vis BioSpectrometer Basic, Ptc), May do huynh quang Qubit 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, My), May gidi trinh tu gen ABI 3500
Genetic Analyzer cua (Thermo Fisher Scientific, M¥).

Cac dung cu thi nghiém dwoc sw dung bao go”‘m:

Ong chta mau EDTA-K2 (Viét Nam), Hop dung mau (Simport, Canada),
Micropipette don kénh va da kénh (Eppendorf, Ptic), stepper pipette (Eppendorf,
Ptrc), combitips dung cho stepper piptte (Eppendorf, Pirc), Ong eppendorf dung
mau thé tich 1,5ml (Corning, M¥), dng ly tam falcon thé tich 15ml-50ml (Biologix,
M7), Ong PCR (Sorenson, M¥), dau con 1000 ul, dau con 200 pl (Corning, M¥) va
10 ul (QSP, M¥), Pia chay PCR 96 giéng (Biologix-M¥), Dia giai trinh tu 96 giéng
(ABI-MY), Dia tinh sach san pham PCR 96 giéng (Merck-Milipore, M§), Cot tinh
sach san phdm PCR (Omega Biotek, M¥). Hoa chat kiém tra murc do stress oxy hoa
tinh dich Oxisperm (Halotech, Tay Ban Nha).

2.3.2. Héa chit dwoc siv dung trong nghién civu
Cdc héa chdt sir dung trong nghién citu bao gom:

Kit tach chiét DNA tong s6 Exgene™ Blood SV mini Kit (GeneAll, Han
Qubc), RNAse (Roche, Thuy Si), Kit xdc dinh ndong do DNA tong s Qubit dsSDNA
HS Assay (Life Technologies, M), hoa chat cho phan tmg PCR GreenTaq
Mastermix (ThermoFisher Scientific, My), Hoa chit giai trinh tu BigDye
Terminator (ThermoFisher Scientific, MY), Ethanol (Merck, My), DMSO
(Bioworld, M¥y), EDTA (Invitrogen, M¥), Nudc khtr ion (Life Technologies, M¥),
Agrarose (Invitrogen, M§), HiDi formamide (ThermoFisher Scientific, M¥), Moi
cho phan tng PCR va giai trinh t (Phu Sa, Can Tho).
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2.4. Phuong phap nghién ctru
Nghién ctru nay dugc thuc hién trén co so cac phuong phap sau:
- Xét nghiém tinh dich d
- Phuong phép x4c dinh tinh trang stress oxy hoé clia cac mau tinh tring
- Phuong phap sinh hoc phan tir
- Phuwong phép phan tich théng ké

Chi tiét cac budc nghién ciru duoc thé hién & So do trong hinh 2.1
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2.4.1. Xdc dinh mirc dj stress oxy héa ciia mdu tinh dich

DPé xac dinh mutc d6 stress oxy hoa, chung toi st dung bd kit Oxisperm
(Halotech, Ty Ban Nha). Bo kit ndy cung cip xét nghiém nham danh gia mac do
du thira cua anion superoxide c6 trong tinh dich. T4t ca cic mau tinh dich sau khi
thu s& duoc do stress oxy hoa ngay sau khi hoa 16ng va 60 phut sau khi xuét tinh dé

tranh tinh trang duong tinh gia.

Nguyén ly chung ctia phuong phap dua trén phan ing cua nitro tetrazolium
(NBT) trong gel phan tng (RG) cta bo kit vdi cac phan tir lién quan dén tinh trang
stress oxy hoa trong tinh dich ma duoc chuyén ddi bai cac anion superoxide. Nhitng
phan Gmg nay s& tao tinh thé mau xanh khéng tan trong nuéc goi la formazan. Dbi
v6i tinh tring, san pham ciia phan (g nay gin trén mang tinh tring va c6 thé dé
dang quan sat duoc duéi kinh hién vi quang hoc. Nhitng tinh thé nay c6 thé bit mau
trong gel phan ng voi dai mau tir vang cho t&i mau xanh tim & cac cip do dam
nhat khac nhau. Quan sat bang mit thudng thong qua st dung bang mau ciing cd
thé dinh lugng tuong ddi két qua (do vay chi cé thé thyc hién dugc trén nhiing bénh
nhan c6 it tinh tring trong tinh dich). Cudng d6 cia mau sic s& phan anh muc do

stress oxy hoa ctia mau tinh dich (thong qua mirc do du thira cic anion superoxide).

Quy trinh cu thé dugc thuc hién nhu sau:

- Hoa léng RG trong 1 phit voi nhiét dd cao nhat bang 16 vi song.

- Sau do6 gidm nhiét do Xuéng 37°C trong bé 6n nhiét. Tron RG v6i mau tinh
dich theo ti 1€ 1:1, tranh tao bot.

- U hdn hop nay ¢ 37°C trong 45 phut va danh gia d6 chuyén mau ctia hdn hop
so voi thang do mau.

- Thé tich cta tinh dich can dung = 1000/mat do tinh trung (triéu)

C6 4 cap d6 bit mau nhu sau (Hinh 2.2):

+ Mau hong nhat: mirc d6 stress oxy hoa thap
+ Mau héng tim: muc do stress oxy hoa trung binh thap

+ Mau xanh tim: muc do stress oxy hda trung binh
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+ Mau den: muc do stress oxy hoa cao

Level
—
Level

Hinh 2.2. C4dc muc cuong do mau cua stress oxy hoa.

Cap do 1 (hong nhat): stress oxy hoa thap, cap d6 2 (hong dam): stress oxy
héa trung binh thap, cip do 3 (xanh lam): stress oxy hoa trung binh, cap do

4 (den): stress oxy hoa cao.

2.4.2. Tach chiét va xdc dinh néong djp DNA tong sé

MAau mau ngoai vi (2-3 ml mdi ngudi) duge thu vao 6ng chira mau EDTA
K2/K3 va luu & -20°C cho dén khi st dung. Cac mau mau sau khi tiép nhan duoc
ma hoéa va tién hanh tach chiét DNA tong s6 theo quy trinh cta bo kit Exgene™
Blood SV mini Kit (GeneAll, Han Qudc).

Quy trinh cy thé nhu sau:

Chuén bi 20 pl Proteinase K (20 mg/ml) trong 6ng 49hem49dorf 1,5 ml. Ong
chira mau duoc ri dong & nhiét d6 phong, bo sung 200 ul mau vao dng 49hem49dorf
dd c6 Proteinase K, dong thoi bd sung 49hem 20 pl Rnase (20 mg/ml). Hon hop

duoc tron déu bang vortex va G ¢ nhiét d6 phong trong 2 phut. Tiép theo 49hem
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200 pl buffer BL vao hon hop va tron déu, tiép tuc 0 & 56°C trong 10 phat. Thém
200 pl ethanol 100% va tron déu hdn hop, ly tim nhanh sau d6 chuyén hdn hop Ién
cot tach chiét va ly tam véi toc d6 8000 rpm trong 1 phat. Cot tach chiét sau do
duoc chuyén sang 6ng thu mai, bd sung 50hem 600 pl buffer BW va ly tdm véi toc
d6 8000 rpm trong 1 phut. Tiép tuc chuyén cot sang éng thu mai, bd sung 700 pl
buffer TW va ly tdm véi toc do 8000 rpm trong 1 phiit. D6 bé dich trong 6ng thu,
tiép tuc ly tAm thém 7000 rpm trong 2 phut dé lam kho hoan toan cot. Luc nay tiép
tuc chuyén cot sang ong eppendorf 1,5 ml méi. B6 sung 60 ul buffer Tris-EDTA
(TE) vao trung tdim & day cot, G ¢ nhiét 46 phong trong 5 phit. Ly tim véi toc do
10.000 rpm trong 1 phat, nhiét d6 phong dé thu mau. Lic nay DNA tong sé di hoa
tan trong TE sau khi di qua c6t & budc ly tdim cudi cung. DNA tong sb sau khi tach

chiét dugc dién di kiém tra trén gel Agarose 0,8% va do ndng do.

Nong d6 DNA tong sé dugce danh gia bang bo kit Qubit dsSDNA HS Assay (Life
Technologies, M¥). Pay la phuong phap c6 do nhay va dé dac hi¢u cao hon so voi
kiém tra ndng d6 DNA bang cich danh gia thudng quy théng qua do hap thu cua
phan tir & budc song 260 nm. Thubc nhudm trong bod kit s& két hop dic hiéu voi
DNA mach d6i va cudng d6 phat huynh quang sé ti 1é thuan voi ndng d6 DNA téng
s6. Quy trinh cu thé nhu sau: pha lodng thudc thir Qubit dsDNA HS Reagent trong
dung dich Qubit dsDNA HS Buffer (ti 1€ 1:200), luc nay ta dugc dung dich Qubit
working. B0 kit cung cip 2 miu chudn di biét truéc ndng d6 1a Std#1 va Std#2.
D6i v6i mau chudn, ti 16 thé tich cua dung dich Qubit working: mau 1a 190 pl: 10
ul. Béi v6i miu DNA tdng sd, ti 16 thé tich cua dung dich Qubit working : mau 1a
198 ul : 2 pl. Tong thé tich cudi cling ciia mdi 6ng chira mau chuan/DNA tong s6
v6i dung dich chtra thude thir 14 200 pl. Cac 6ng miu dugc tron déu, U trong & nhiét
d6 phong trong 2 phit, tranh anh sang. Nong d6 DNA tong sb duoc do boi may
Qubit 2.0 Fluorometer, cuong d6 phat huynh quang sé ti 18 thuan véi nong d6 cua
DNA mach déi. Tir ddy, may do s& tinh toan nong 46 DNA mach déi dua trén dudng

chuan duoc xay dung tir 2 mau chuan va s6 1an pha lodng ctia DNA tong so.
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2.4.3. PCR khuéch dai diic hiéu cdc doan gen chira bién thé quan tim
2.4.3.1. Thiét ké moi

Trinh tu cac cdp mdi dic hiéu dugc thiét ké béng phﬁn mém Primer 3
(v.0.4.0) dua trén trinh ty gen tham chiéu dugc tham khao tai co s& dir liéu National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Nhitng théng sb quan trong ctia mbi
cap mdi (ti 1€ nucleotide G va C, nhiét d§ néng chay, kha nang tu bat cdp, kha nang
tao cAu trac mach doi gitra hai mdi, kha nang tao céu tric kep toc) déu dugc kiém
tra bang phan mém IDT OligoAnalyzer Tool. Phian mém in silico PCR
amplification duoc sir dung dé kiém tra tinh dic hiéu cuia mdi cip moi (san pham
khuéch dai 1a san pham suy nhat, khong c6 san phdm phu tao ra do cip mdi duoc
thiét ké). Cac mdi duoc tong hop nhan tao boi cong ty PHUSA Biochem (Can Tho,
Viét Nam). Thong tin vé cac cip mdi duoc trinh bay trong Bang 2.2.

Bang 2.2. Trinh tu mdi st dung cho khuéch dai cac doan gen mang bién thé thudc
SOD1, SOD2, CAT va NOS3

Bién thé gen
(rs ID)

Kich thuéc ly

Trinh ty moi (5°-3°) thuyét (bp)

SODI1
rs4998557
7958G>A

F :TGGCCGTATTTGAAAACAAACCA(*)

R :TTATATTCCACTGCCCCCAGG 298

SOD?2
rs4880 F :CAACGCCTCCTGGTACTTCT(*)
c.47 T>C R :GGCTGTGCTTTCTCGTCTTC
(p.16Val>Ala)

218

(rs156417£79) F :GGCCTGAAGGATGCTGATAA 282
R :GACTTCAGGCTCAGCCAATC(*)

-262C>T
rs%gosg 44 F :CCCTCAGATGGCACAGAACT(*) 530
_786C>T R :ATGACTCAAGTGGGGACAC

F: Forward Primer — Moi xuéi, R: Reverse Primer — Moi nguoc, (*) Moi duoc su

dung cho phan wng giai trinh tu.
2.4.3.2. PCR khuéch dai dic hiéu cdac doan gen chirva cdc bién thé
St dung cac cap mdi dic hiéu di duoc thiét ké, vung gen chira cac bién thé

quan tim SODI 7958G>A, SOD2 c¢.47T>C (p.16Val>Ala), CAT-262C>T va NOS3
-786C>T dugc khuéch dai theo quy trinh chuan.



52

Dbi véi SOD1, phan tmg PCR dugc thyc hién véi tong thé tich 1a 20 pl bao
gdm céc thanh phan sau: 1 pl DNA tong sé (10 ng); 10 pl GreenTaq Mastermix
(ThermoFisher Scientific, M¥); 1 pl mdi méi (ndéng d6 10 pmole/pl); 7,5 ul nuée
khir ion (Life Technologies, M¥). Chu trinh nhiét dugc tién hanh nhu sau: 95°C -2
phut, 40 chu ky (95°C-30 giay, 58°C-30 giay, 72°C-20 gidy), kéo dai & 72°C trong
2 phut va giir ¢ 4°C. Pdi voi gen SOD2 va NOS3, phan tng PCR dwoc thuc hién
v6i tong thé tich 1a 20 pl bao gém cac thanh phan sau: 1 ul DNA tong sb (10ng),
10 pl GreenTaq Mastermix (ThermoFisher Scientific, M¥), 1 pl mdi méi (ndng do
10 pmole/ul), 0,5 ul MgCl, (ThermoFisher Scientific, My), 0,5 ul DMSO
(Bioworld, M¥), 7,5 ul nude khir ion (Life Technologies, M§). Chu trinh nhiét duoc
tién hanh nhu sau: 95°C -2 phit, 40 chu ky (95°C-30 giay, 58°C-30 gidy, 72°C-20
gidy), kéo dai ¢ 72°C trong 2 phut va gilt ¢ 4°C.

Po6i v6i gen CAT, phan tng PCR duoc thuc hién voi tong thé tich 1a 20 pl
bao gém cac thanh phan sau: 1 pl DNA tong s6 (10ng), 10 pl GreenTaq Mastermix
(ThermoFisher Scientific, M¥), 0,75 ul mdi mdi (ndng d6 10 pmole/ul); 0,5 ul
DMSO (Bioworld, M), 7 ul nuéc khir ion (Life Technologies, M¥). Chu trinh nhiét
duoc tién hanh nhu sau: 95°C -2 phut, 40 chu ky (95°C-30 gidy, 60°C-30 giay,
72°C-20 giay), kéo dai ¢ 72°C trong 2 phut va giir ¢ 4°C.

2.4.4. Gidi trinh tw Sanger

TAt ca san phém PCR duoc tién hanh tinh sach st dung dia tinh sach
Multiscreen PCR 96 Filter Plate (Merck-Milipore, M§) tuan theo quy trinh chuan

cua nha san xuat:

B6 sung 80-100 pl nuéc khir ion vao mdi giéng mau, tron déu dia miu bang
may vortex va ly tdm lang mau. Chuyén san pham PCR tir dia dung mau 96 giéng
sang dia tinh sach twong tng bing multipipette. Tién hanh ly tdm cac dia tinh sach
chira mau véi tbe do 3000 rpm trong 30 phut, nhiét d6 phong. Liic ndy céc san pham
du thira cia phan tng PCR cung voi nude sé di qua cot loc, san pham PCR duogc
giir lai trén mang loc. Trong budc tiép theo, bd sung 30-50 ul nude khir ion vao mdi
giéng chtra mau trén dia tinh sach. Tiép tuc tron déu miu trong cac giéng bing

pipette, tranh tiép xtc tryc tiép dau con véi mang loc. Sau d6 chuyén mau sang cac
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dia luu mau 96 giéng va luu & -20°C. Khuon ding cho phan Gng giai trinh ty Sanger
la san phém PCR dac hi€u da tinh sach trudce do. Phan ung PCR gidi trinh tu st
dung b0 kit BigDye Terminator v3.1 (ThermoFisher Scientific, M¥), trong d6 co
st dung huynh quang cho mdi loai nucleotide nén trong qué trinh thao tac tranh
tiép xtc voi 4nh sang manh. Phan Gng duogc tién hanh trén dia PCR 96 giéng véi
chu trinh nhi¢t nhu sau: 96°C-1 phut, 25 chu ky (96°C-10 gidy, 50°C-5 giay, 60°C-
4 phut), két thuc phan Gng gitt & 4°C. Thanh phan chi tiét ctia phan ng dugc cha
thich trong Bang 2.3.

Bang 2.3. Thanh phan phan tng PCR giai trinh tu

Thanh phin Thé tich (pl)
San pham PCR 3 tinh sach 4
Mbi (1,7 pmole/ul) 1
BigDye Terminator Master Mix (2,5X) 4
BigDye Teminator 5X Sequencing Buffer (5X) 2
Nudc khir ion 9
Tong 20pl/phan @wng

San phdm PCR giai trinh tu sau phan tng dugc tinh sach thu 1dy DNA theo

quy trinh nhu sau:

Cac mau trong dia tinh sach dwoc tron déu b?mg voltex va sau do ly tam
nhanh ling mau. Thém 2,5 pl EDTA 125 mM vao mdi giéng va gd nhe cho dung
dich tron déu vao nhau. B6 sung 60 ul ethanol 100% vao mdi giéng, tron déu bang
voltex trong 5 gidy sau khi di dan kin mit dia tinh sach dé tta DNA. Dia miu duoc
ly tam véi toc do 4000 rpm trong 30 phut & 4°C, luc nay DNA két tiia bam vao day
giéng. Bo miéng dan trén mit dia va d6 bo dung dich trong dia 1én gidy thim bing
cach up nguoc dia. Tiép tuc bd sung 60 ul ethanol 80% vao mdi giéng va dan dia
lai, khong trén cdn trong cac giéng mau & budce nay. Tiép tuc Ly tdm dia mau vai
tdc 6 4000 rpm & 4°C trong 30 phut. Pia chira mau dugc up nguoc, sau d6 ly tim
nhanh dia mau dé loai bo hoan toan con du trong cac giéng mau. Lam kho dia miu
bing méy cb quay chan khong trong 5-10 phut & nhiét d6 phong. Lic nay san pham

tinh sach c6 thé dugc giir lanh & 4°C va tranh anh sang cho t&i khi bién tinh va giai
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trinh tur. San phém PCR gidi trinh ty da tinh sach dugc dem bién tinh thanh soi don
trude khi cho 1én méy doc trinh ti theo quy trinh sau: bo sung 6 ul HiDi Formamide
(ThermoFisher Scientific, M§) vao mdi giéng miu va ly tim nhanh cho dung dich
lang xudng day tiép xuc voi phan tia DNA. Pia miu duoc bién tinh ¢ 98°C trong
2 phit trén may PCR. Sau khi két thuc chu trinh nhiét, 1dy dia ra khoi may PCR va
1am lanh trén d4 trong 5 phut. Lc nay san pham tinh sach da sin sang dua vao may
giai trinh ty. Trinh ty cac doan DNA dién di mao quan va doc tin hiéu huynh quang
trén may giai trinh ty ABI 3500 Genetic Analyzer. Tin hiéu dugc ghi tu dong, phan

tich va luu trr trén may tinh.
2.5. Phén tich s6 liéu nghién ciru
2.5.1. Phan tich két qua gidi trinh tw Sanger

S6 lidu tho thu dwoc sau khi giai trinh tu duoc phan tich bing phdn mém

SeqScape 3.0 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, M¥).

D61 voi cac bién doi thay thé nucleotide, trinh ty nucleotide cua cac mau
nghién ctru dugc so sanh vdi trinh tu tham chiéu dé€ xac dinh vi tri cua cac bién thé

gen quan tam.

Cac trinh ty gen tham chiéu duogc tham khao tir co s& dir liéu NCBI nhu sau:
SOD1 (NG 008689.1), SOD2 (NG 008729.3), CAT (NC _000011.9), NOS3
(NG _011992.1).

2.5.2. Phin tich thong ké

Céc thuat toan thong ké dugc thyc hién bang cac ham théng ké trong nghién
ctru. Trong d6, kiém dinh khi binh phuong (y?) dugc ap dung dé danh gia mdi lién
hé giita cac bién phan loai (tan s kiéu gen, tan s allele, tién sir hut thudc hay udng
ruou cia doi twgng nghién ctru) ciing nhu danh gia trang thai can bang di truyén

Hardy-Weinberg cua cac bién thé gen trong bé mau nghién ciru.

Doi vai cac bién lién tuc, danh gia phan phdi chuan dwoc thuc hién bang ct
phap Nortest trong nghién ctru. Kiém dinh ANOVA mét nhan té duoc ap dung dé
danh gia moi twong quan giita tan so allele/kiéu gen véi cac thong sb 1am sang va

muc do stress oxy hod cia nhém mau nghién curu.



55

Kiém dinh Wilcoxon duoc str dung dé danh gia su khac biét giita cac cap gia

tri trung binh cua cac bién lién tuc (tudi, BMI, cac chi tiéu 14m sang cua tinh trung).

Phén tich hdi quy logistic duoc str dung dé danh gia nguy co vo sinh nam
(bién phu thudc) vai cac yéu td chi phdi (bién doc 1ap) 1a kiéu gen va chi sé BML
Su phu hop cua md hinh logistic dugc xét bdi cac gia tri -2 Log-Likelyhood (-2LL),
Rsquare, AIC (tiéu chi thong tin Akaike) va BIC (ti€u chi thong tin Bayes).

Panh gia yéu té nguy co phu thudc vao ti s6 OR va khoang tin cay 95% (95%
Confident interval-CI). Gia tri p < 0,05 dwoc coi 1a khac biét co ¥ nghia thong ké.

2.6. Pao dirc trong nghién ciru

+ Nghién ctru dugc tién hanh sau khi duoc phép cua hoi dong dao dirc truong
dai hoc Y Ha Noi. Nghién ctru nay di duogc thong qua bai hoi dong Y dirc
thudc Pai hoc Y Ha Noi1 (76/HMU-IRB).

+ Cam két tién hanh nghién ctru véi tinh than trung thyc, s6 liéu nghién ciru
chua timg dugc cong bd dudi bat ky hinh thirc nao.

+ Nghién ctru duogc tién hanh dya trén su tu nguyén cia bénh nhan, moi thong
tin dugc gilr bi mat hoan toan.

+ Céc thong tin thu thap trén bénh nhan chi nham muc dich nghién ctru va

phuc vu tu van cho bénh nhan, khong nham muc dich nao khac.
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CHUONG 3

KET QUA NGHIEN CU'U

3.1. Pic diém nhan khau hoc va céc chi s6 1am sang ciia doi twong

nghién ciru

Pic diém nhan khau hoc va cic thong sb tinh dich cia cic maiu nghién ciru
duoc tom tit trong Bang 3.1. Khong co su khac biét ¢6 ¥ nghia vé tudi trung binh
giita bénh nhan hiém mudn (trung binh + SD: 31,93 + 6,3) va nhém ddi chirng khoe
manh (31,96 + 4,87) (p = 0,92), cho thiy tudi trung binh cua hai nhém nghién ctru
14 twong duwong nhau. Twong ty, ching t6i khong tim thy sy khac biét c6 ¥ nghia
théng ké vé tinh trang hut thudc cta bénh nhan vé sinh so véi nhém ching (p =
0,55). Tuy nhién, vé dic diém udng ruou, quan sat thdy cé su khac biét c6 y nghia
théng ké giita nhom bénh nhan va nhom chung (p = 0,034). Chi s6 khéi co thé
(BMI) ¢ nhém bénh nhan cling cao hon nhém chting va sy khac biét c6 y nghia
théng ké (p = 0,0026) (Bang 3.1, Hinh 3.1). Nhu vay, st dung rugu va chi s6 BMI
cao 1a nhitng yéu té gdy nguy co v sinh nam.

Doi voi cac chi s6 1am sang cua tinh dich, c6 su khac biét c6 y nghia thong
ké giira bénh nhan v6 sinh nam va nhoém d6i chting (Phuy luc 2) vé& mat d6 tinh trang
(53,17 £ 42,77 x 105/mL so véi 100,84 + 56,51 x 108/mL, p = 2,2x10-1), tdng sb
tinh trung (150,35 + 126,85 x 10° so v&i 273,73 +£ 192,47 x 105, p = 6,8x107), ti 1€
song (81,25 £ 5,09% so voi 87,02 £ 2,72%, p = 2x10719), ty 1& di chuyén tién toi
(30,41 + 7,06% so v6i 47,19 + 5,32%, p = 2x10°1%), va hinh thai (7,46 + 3,69% so
voi 11,59 £ 3,09%, p = 8,1x10713).

Tat ca cac thong s nay & nhom bénh nhan déu thip hon c6 ¥ nghia théng ké
khi so vi nhém chimg. Quan sat thay chi so thé tich tinh dich & nhém bénh nhan
cling thip hon so v6i nhom chtng, tuy nhién s liéu nay khong dat ngudng ¥ nghia

théng ké (p = 0,213).
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Béang 3.1. DBac diém nhan khau hoc cta cdc mau nghién ctru

Nam gi6i vo Nam giéi c6 kha

< . R . < . - |y

Dac diem (ns=1111(l)17) nanzgns;ggl) san OR (95% CI)
Nhén khéu hoc
Tudi (Nam/TB+ SD) 31,93+ 6,3 31,96 + 4,87 0,920P
BMI (Kg/m*TB+ SD) 24,84 +231 23,53 + 2,55 0,00026"
Hut thude 0,550?

Co (%) 65 (60,75) 48 (56,47)

Khong (%) 42 (39,25) 37 (43,53)
Uéng rugu

Co (%) 103 (96,26) 75 (88,23) 0,034°

Khong (%) 4(3,74) 10 (11,77) 3,43 (1,04-11,37)

BMI: Body Mass Index-Chi sb khéi co thé; SD: Standard deviation-Sai s chuan, TB: gia
tri trung binh.

(a):Kiém dinh y? duoc sur dung dé danh gia sy khac biét gitta cac bién phan loai
(dac diém hat thude hay uéng ruou), (b) kiém dinh Wilcoxon rank-sum test dugc
ap dung dé danh gia cac bién lién tuc giita nhém vo sinh va nhém chtng c6 kha
ning sinh san (Tudi, BMI va mét sd cac thong sé 1am sang khac vé dic diém tinh
dich).
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a) 2] 4.24-07
81
=
m
241
201
Nam gidi vo sinh Nam gidi co
kha nang sinh san
p=0,033
b) 100 1
80
60 -
X
40 -
OR =341
20 -
0

Nam gioi  DBC
vo sinh

Hinh 3.1. Anh huong ctia BMI va udng ruou dén tinh trang vo sinh nam
a) BMI ¢ nhom nam gi6i vo sinh (24,84 + 2,31) cao hon c6 ¥ nghia thong ké so véi
nhom nam gioi c¢6 kha nang sinh san (23,53 + 2,55), p = 0,00026, b) Ti 1€ nam gidi vo
sinh cd st dung rugu cao hon so véi nhém c6 kha nang sinh san (OR =3,41; p=10,033).

3.2. X4c dinh mirc d9 stress oxy hoa ciia miu tinh dich

Tinh dich dugc thu thap tr cac bénh nhan dugc xac dinh 1a v6 sinh vo can.

Murc do stress oxy hoa dwgc xac dinh bang phwong phap do nong do ion am
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superoxide bang kit Oxisperm trong cac mau trong vong 60 phat sau khi xuat tinh.
Do dic diém thoi gian xir Iy mau tinh dich sau khi thu khong dam bao 100% cac
mau dat cdc tiéu chuan dé loai trir duong tinh gia (thoi gian xir Iy mau qua 60 phut
sau khi thu) nén chi ¢6 90/107 mau tinh dich cia bénh nhan c6 thong sb6 vé muc do
stress oxy hoa.

Mirc d stress oxy hoa tir cac két qua thu duoc khi do bang bo kit Oxisperm
duoc chia 1am 4 cip do tir 1 dén 4. Trong nghién ctru nay, mic do stress oxy hoa
cac mau tinh dich ctia bénh nhan sau khi phan tich duoc phén loai ra lam hai cép
d6 1a: cao (muc 3 va 4) va thap (muc 1 va 2). Két qua xac dinh muac do stress oxy
hod trong tinh dich cia nhém bénh nhan v6 sinh nam duoc thé hién chi tiét & Bang
3.2. Cu thé, xac dinh duoc 21/90 miu c6 mirc do stress oxy hoa cao, chiém 23,3%

va 86/90 mau c6 muc d6 stress oxy hoa thap, chiém 76,7% tong sd mau.

Bang 3.2. Mtrc d0 stress oxy hoa ctia cac mau tinh triung trong nhom vo6 sinh nam

STT Mi miu Mirc dd | oy M3 miu Mire do
08 0S
1 MI 01 1 46 MI_46 2
2 MI 05 1 47 MI_48 2
3 MI_06 2 48 MI_49 2
4 MI_07 3 49 MI 50 2
5 MI 08 1 50 MI 51 3
6 MI_09 2 51 MI 52 2
7 MI_10 2 52 MI 53 3
8 MI_100 2 53 MI 54 1
9 MI 101 2 54 MI 55 |
10 MI 102 1 55 MI 56 3
11 MI 103 3 56 MI 57 3
12 MI_104 2 57 MI_58 1
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STT | Mi miu MECA | grr | Ma méu Mire 49
0s oS
13 MI_105 3 58 MI_59 >
14 MI_106 2 59 MI_64 3
15 MI_107 I 60 MI_65 >
16 MI_11 I 61 MI_66 >
17 MI_12 2 62 MI_67 3
18 MI_13 I 63 MI_68 I
19 MI 14 2 64 MI 73 3
20 MI_1S 1 65 MI_74 3
21 MI_16 1 66 MI_75 3
22 MI_17 2 67 MI_76 3
23 MI_I8 1 68 MI_77 2
24 MI_19 3 69 MI_78 >
25 MI_20 2 70 MI_79 >
26 MI_21 2 71 MI_80 >
27 MI_22 2 72 MI_81 3
28 MI_23 2 73 MI_82 I
29 MI_24 3 74 MI_83 I
30 MI_25 1 75 MI_84 I
31 MI_26 2 76 MI_85 2
32 MI_27 2 77 MI_86 3
33 MI_28 2 78 MI_87 2
34 MI_29 1 79 MI_88 2
35 MI_30 2 80 MI_89 2
36 MI_31 2 81 MI 90 5
37 MI_32 2 82 MI_91 3
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STT M3 miu Mire d9 STT M3 miu Mire d9
oS OS

38 MI 33 1 83 MI 92 1
39 MI 34 3 84 MI 93 2
40 MI 35 2 85 MI 94 2
41 MI 36 1 86 MI 95 3
42 MI 38 2 87 MI 96 2
43 MI 41 2 88 MI 97 1
44 MI 42 2 89 MI 98 2
45 MI 43 3 90 MI 99 2

Mirc do stress oxy hoa cao 21/90 Mikc dd stress oxy hoa thap 69/90

mau (23,3 %) mau (76,7 %)

Chii thich: OS-stress oxy hod, cap dé 3-mirc d stress oxy hod cao, cap do 1 va 2-
muc do tress oxy hod thap.

3.3. X4c dinh cic da hinh ctia mot sé gen chong oxy héa

3.3.1. Két qua tach chiét DNA téng sé va khuéch dai cdc doan gen chira bién thé

quan tam

DNA téng sb sau khi tach chiét tir mau ngoai vi dugce dién di kiém tra trén
gel Agarose 0,8%. Hinh anh dién di cho thay cac dai bang sang, rd, phan 4nh DNA
tong s6 khong bi dut giy va c6 do tinh sach cao, dam bao chat lwgng sir dung cho
cac budc thi nghiém tiép theo. Hinh anh dién di ctia dai dién 15 mau DNA téng s0
duoc thé hién & Hinh 3.2. Nong ¢6 DNA tong sb ciia cac mau nghién ciru duoc téng
két & Phuy luc 2.

1= 2 & =4 & & ¥ & B I 1T :3Z 1E 147 Ab

— — e ———

el Dbl ol 5 . .7 X

EDI:I{]Gbp S e e B - e s T S s S el R ey
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Hinh 3.2. Két qua tach chiét DNA tong s6 tir cic miu mau.
M: Thang DNA chuéan. Cac giéng 1-15: DNA tong s6

Str dung cac cap mdi di duoc thiét ké, phan tng PCR duoc tién hanh nham
khuéch dai dic hiéu cac doan gen chira cac bién thé nghién ctru. San phém PCR
duoc dién di kiém tre trén gel Agarose 1%. O tat ca cic mau nghién ctu (107 mau
bénh nhan va 85 mau déi chirng), chung t6i da khuéch dai thanh cong tat ca 4 doan
gen mang cac bién thé 7958G>A (rs4998557) thudc gen SODI, ¢.47 T>C (rs4880)
thudc gen SOD2, -262C>T (rs1001179) thudc gen CAT va -786C>T (rs2070744)
thudc gen NOS3. Hinh anh dién di cua cdc doan gen voi kich thudce phu hop voi
tinh toan 1y thuyét 1a: SOD1 7958 G>A (298bp), SOD2 c.47 T>C (218 bp), CAT -
262 C>T (282 bp) va NOS3 -786C>T (280 bp). Hinh anh céac bang dién di sang,
gon va khong c6 san pham phu, thé hién do dic hiéu ctia mdi va phan ang (Hinh

3.3).

a) M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

300 — 298b
200 — —=700P
75—
b)
750 -
500 -
250 - «218bp
c)

300
200
75
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d) M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

<«—280bp

300
200—
75~

Hinh 3.3. Anh dién di san pham PCR dic hiéu cac doan gen SOD1, SOD2, CAT
va NOS3.

M: Thang DNA chuan. Céac giéng 1-14: san pham PCR cac doan gen SODI (a),
SOD2 (b), CAT (c) va NOS3 (d).

3.3.2. Phan tich bién thé gen ciia cdc doi twong nghién ciru

San pham khuéch dai dac hiéu cac doan gen mang cac bién thé quan tam
duoc tinh sach va giai trinh tu truc ti€ép dé xac dinh bién thé. Tan so6 ki€u gen, tan

s6 allele va trang thai can bang di truyén ctia mdi bién thé ciing dugc xac dinh.
3.3.2.1. Bién thé 7958G>A (rs4998557) ciia gen SOD1

D61 véi 7958G>A (rs4998557) cua gen SODI, & nhém bénh nhén vo sinh
nam, chung t6i di xac dinh duoc 23/107 ca thé mang kiéu gen dong hop tir GG
(21,5%), 66 c4 thé mang kiéu gen di hop tor GA (61,68%) va 18 ca thé mang kiéu
gen ddng hop tir dot bién AA (16,82%). Trong nhém ddi chimg, c6 26/85 ca thé
mang kiéu gen dong hop tir kiéu dai GG (30,59%), 36/85 ca thé mang kiéu gen di
hop tir GA (42,35%) va 23/85 c4 thé c6 kicu gen dong hop tir dot bién AA (27,06%).

Tan sb allele & nhom bénh nhan 1a allele G chiém 47,66%, allele A chiém
52,34%. O nhom ddi ching, tan sb allele G 1a 48,24%, tan sé allele A 51,76%.

Dir liéu tan sd kiéu gen va tan so allele cua bién thé dugc thé hién & Bang
3.3. Ca nhom bénh nhén va d6i ching déu dat trang thai can bang di truyén (Phu
luc 5). Chi tiét két qua giai trinh ty cia mot sé mau dai dién duoc thé hién ¢ Hinh

3.4.
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Bang 3.3. Tan s6 allele va tan s6 kiéu gen ciia bién thé SODI 7958 G>A

(rs4998557)
2 Bénh nhéan Doi chirng

Kiéu B n=85

gen/Allele n o 107
(%) (%)

GG 23 (21,5) 26 (30,59)

GA 66 (61,68) 36 (42,35)

AA 18 (16,82) 23 (27,06)
Allele A 112 (52,34) 88 (51,76)
Allele G 102 (47,66) 82 (48,24)

Chii thich: n: sb mau nghién ciru
a) ATATCTUGCTT € T AT T T X

b) AF A £ T 6 € F I R E T F T EAT T T I

' & T E F X

Hinh 3.4. Két qua giai trinh tu x4c dinh bién thé SODI 7958G>A (rs4998557)

a) miu dong hop tir kiéu dai (SODI 7958GG), b) mau di hop tir dot bién (SODI
7958GA), ¢) mau dong hop tr dot bién (SODI 7958AA). Vi tri nucleotide kiéu
dai dugc danh dau béng miii tén mau den, vi tri nucleotide ddt bién dugc danh
diu bang miii tén mau do.
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3.3.2.2. Bién thé c¢.47 T>C, (p.16Val>Ala) (rs4880) ciia gen SOD2

D6i v6i .47 T>C, (p.16Val>Ala) (rs4880) ctia gen SOD2, & nhém bénh nhan
v sinh, chung t6i xac dinh duoc 51 ca thé mang kiéu gen ddng hop tir TT (47,66%),
48 c4 thé mang kiéu gen di hop tir TC (44,86%) va 8 c4 thé mang kiéu gen dong
hop tir 6t bién CC (7,48%). Trong nhom dbi chitng, c6 56 ca thé mang kiéu gen
ddng hop tir kiéu dai TT (65,88%), 27 ca thé mang kiéu gen di hop tir GA (31,76%)
va 2 c4 thé c6 kieu gen dong hop tir dot bién CC (2,35%).

Tan sb allele & nhom bénh nhan 1a allele T chiém 70,09%, allele C chiém
29,91%. O nhom d6i chung, tan sb allele T 1a 81,76%, tan s allele C 1a 18,24%.

Dir liéu tan sd kiéu gen va tan so allele cua bién thé dugc thé hién & Bang
3.4. CAu trac di truyén & ca nhom bénh nhéan va déi chirng déu dat trang thai can
bang di truyén Hardy-Weinberg (Phu luc 5). Chi tiét két qua giai trinh ty cia mot

sO0 mau dai dién duoc thé hién ¢ Hinh 3.5.

Bang 3.4. Tan s6 allele va tan s6 kiéu gen cua bién thé SOD2 ¢.47 T>C (rs4880)

Bénh nhan Doi chirng

Kiéu gen/Allele n=107 n =85

(%) (%)

TT 51 (47,66) 56 (65,88)
TC 48 (44.,86) 27 (31,76)

CC 8 (7,48) 2(2,35)
Allele T 150 (70,09) 139 (81,76)
Allele C 64 (29,91) 31 (18,24)

Chu thich: n: s6 mau nghién ctru
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T AC CCC A A A ACC G G AG €C CA

a)
b)T,—\CCCCA,—\ARCCGGAGCCA

)T:‘\CCCC.—‘..—\.—‘;GCCGGAGCC.—\.
C

Hinh 3.5. Két qua giai trinh tu xac dinh bién thé SOD2 c.47 T>C (rs4880)

a) mau dong hop tir kiéu dai (SOD2 ¢.47 TT), b) méu di hop tir dot bién (SOD2 c.47 TC),
¢) mau dong hop tr dot bién (SOD2 ¢.47 CC). Vi tri nucleotide kiéu dai duoc danh diu
b?mg miii tén mau den, vi tri nucleotide dot bién dugc danh dau bﬁng mii tén mau do.

3.3.2.3. Bién thé -262C>T (rs1001179) ciia gen CAT

Dbi voi -262C>T (rs1001179) cua gen CAT, & nhém bénh nhan vo sinh, c6
88 nguoi mang kiéu gen dong hop tir CC (82,24%), 18 ngudi mang kiéu gen di hop
tir CT (16,82%) va chi co 1 ngudi mang kiéu gen ddng hop tir ¢t bién TT (0,93%).
Trong nhom dbi chtng, c6 75 ca thé mang kiéu gen dong hop tir kiéu dai CC
(88,24%), 27 ca thé mang kiéu gen di hop tir CT (11,76%) va khong c6 ca thé nao
c6 kiéu gen ddng hop tir dot bién TT.

Tan sb allele & nhom bénh nhan 1a allele C chiém 90,65%, allele T chiém
9,35%. O nhom d6i chimg, tan sb allele C 13 94,12% va tan s6 allele C 1a 5,88%.

Dir liéu tan so kiéu gen va tan so allele cua bién thé dugc thé hién &
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Bang 3.5. Cau triic di truyén & ca nhom bénh nhan va d6i ching déu dat trang
thai can bang di truyén Hardy-Weinberg (Phu luc 6). Chi tiét két qua giai trinh tur

cua mot s6 mau dai dién duogc thé hién & Hinh 3.6.
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Bang 3.5. Tan s6 allele va tan s6 kiéu gen cua bién thé CAT -262C>T (rs1001179)

] Bénh nhan Déi chirng
Kiéu gen/Allele n=107 n =385
(%) (%)
CcC 88 (82,24) 75 (88,24)
CT 18 (16,82) 10 (11,76)
TT 1(0,93) 0 (0)
Allele C 194 (90,65) 160 (94,12)
Allele T 20 (9,35) 10 (5,88)

Chu thich: n: s6 mau nghién ctru

©+ X & 6 € £ T AT © € € 6 0 G & a g €

Hinh 3.6. Két qua giai trinh ty xac dinh bién thé CAT -262C>T (rs4880)

a) mau dong hop tir kiéu dai (CAT -262CC), b) mau di hop tir dot bién (CAT -262CT). Vi
tri nucleotide kiéu dai dugc danh dau b?mg miii tén mau den, vi tri nucleotide dot bién

dugc danh dau bang miii tén mau dé.

3.3.2.4. Bién thé -786C>T (rs2070744) ciia gen NOS3

Poi véi bién thé -786C>T (rs2070744) ciia gen NOS3, & nhom bénh nhan vo

sinh, kiéu gen dong hop tir dot bién TT chiém tan s6 cao nhét (57,94%), sau d6 1a
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kiéu gen di hop tr CT (40,19%) va kiéu gen dong hop tir kiéu dai CC c6 tan sb thap
nhat (1,87%). Tuong ty, & nhom d6i chimg, tan sé kiéu gen dong hop tir kiéu dai
CC, di hop tir CT va dong hop tir kiéu dot bién TT lan luot 1a 1,18%, 17,65% va
81,18%.

Tan sb allele & nhom bénh nhan 1a allele T chiém 78,04%, allele C chiém
21,96%. O nhom d6i chimg, tan sb allele T 12 90% va tan s allele C 14 10%.

Dit liéu tan sd kiéu gen va tan sb allele cua bién thé dugc thé hién & Bang
3.6. Trang thai can bang di truyén Hardy-Weinberg duoc duy tri 6n dinh ¢ ca nhém
bénh va nhom d6i chimg (Phu luc 5). Chi tiét két qua giai trinh tu cia mot sé mau

dai dién dwoc thé hién & Hinh 3.7.

Bang 3.6. Tan s6 allele va tan s6 kiéu gen cua bién thé NOS3 -786C>T

(rs2070744)
2 Bénh nhan Péi chirng
Kiéu gen/Allele
n =107 (%) n =85 (%)
CC 2(1.87) 1 (1.18)
CT 43 (40.,19) 15 (17.,65)
TT 62 (57,94) 69 (81,18)
Allele T 167 (78,04) 153 (90)
Allele C 47 (21,96) 17 (10)

Chu thich: n: s6 mau nghién ctu
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Hinh 3.7. Két qua giai trinh tu xac dinh bién thé NOS3 -786C>T (rs4880)
a) mau ddng hop tir kiéu dai (NOS3 -786CC), b) mau di hop tir 46t bién (NOS3 -786CT),
¢) mau dong hop tir dot bién (NOS3 -786TT). Vi tri nucleotide kiéu dai dugc danh dau

bang miii tén mau den, vi tri nucleotide dot bién dugc danh dau bang miii tén mau do.

3.4. Khdo sat moi lién quan giira cac bién thé di truyén cia ciac gen chong oxy

héa véi tinh trang vo sinh va tinh trang oxy hoa

3.4.1. Danh gia dac diém di truyén cua nhom bénh nhdn vo sinh nam va doi

chirng trong méi twong quan véi nhitng thong sé co bdn ciia tinh dich

Sy khéac biét trong tan sb kiéu gen va tan sd allele ctia cac bién thé nghién
ctru tiép tuc dugc khao sat gitra 2 nhom: 107 mau bénh nhin va 85 mau dbi ching
nham 1am ré mbi lién quan giita ddc diém di truyén va tinh trang v sinh nam. Cac
két qua phan tich thong ké dugc thé hién & Bang 3.7.

Dé6i voi bién thé SODI 7958G>A, su phan bd cua cac kiéu gen giita 2 nhom
bénh nhan va nhoém d6i ching thé hién sy khac biét ¢6 ¥ nghia thong ké (p = 0,027).
Cu thé, kiéu gen di hop tr GA & nhém bénh nhan co tan sb cao hon so v&i nhom
dbi chimg (p = 0,004). Nguoc lai, kiéu gen déng hop tir 46t bién AA & nhom ddi

chirg c6 tan sb cao hon so véi nhom bénh nhéan (p = 0,044). Quan sat thay khong
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c6 su khac biét co y nghia thong ké ddi vai tan sd allele & 2 nhom nghién ciu.
Tuong tu, khi danh gia cdc mo hinh troi (GA+AA/GG) va lan (GG+GA/AA), két
qua thu duoc khong cé su khac biét gitta 2 nhom nghién ctru.

Do6i vai bién thé SOD2 ¢.47T>C (rs4880), quan sat thiy su phan bd cua céac
kiéu gen va allele c6 sy khéc biét gitta nhom bénh va nhém doi chimng. Cu thé, kiéu
gen dong hop tir kiéu dai TT & nhoém d6i ching c6 tan sb cao hon so véi nhém bénh
nhan (p = 0,006). Nguoc lai kiéu gen di hop tir TC ¢ nhém dbi chirng lai ¢6 tan sd
thap hon so v&i nhém bénh nhan (p = 0,033). Trong khi d6 allele kiéu dai T & nhom
dbi chung ciing cao hon ¢6 y nghia thong ké so véi nhom bénh nhéan v sinh (p =
0,019). Dang chti y, khi khao sat theo mé hinh tréi (TC+CC/TT) thi s6 ngudi mang
allele dot bién (kiéu gen TC hodac CC) ¢ nhém bénh nhan cao hon so véi nhom doi
ching. Khong c6 su khac biét vé sy phan bd kiéu gen khi ddnh gia theo cdc md
hinh lan (TT+TC/CC) gitta 2 nhoém nghién cuu.

Déi voi bién thé CAT -262C>T, sy khac biét trong phan bd cac kiéu gen va
allele gitta 2 nhom nghién ctru khong dat ngudng ¥ nghia thong ké. Panh gié theo
cdc md hinh trdi va lan giita 2 nhém ciing khong cho thay két qua khac biét dang
ke.

Dé6i v6i bién thé NOS3 -786C>T, trong khi kiéu gen di hop tir c6 tan sb cao
hon ¢ nhom bénh nhan (p = 0) thi kiéu gen déng hop tr dot bién lai co tan s cao
hon khi quan sat & nhom dbi ching khoe manh (p = 0). Tan sb allele dot bién C &
nhém bénh nhan cao hon c6 ¥ nghia théng ké so v§i nhom ddi chimg (p = 0,02).
Ngoai ra, quan sat theo mo hinh lan cho thay ti 1& sb ngudi mang allele kiéu dai
(kiéu gen dai 12 binh thudng) & nhom bénh nhan cao hon khi so véi nhoém ddi chimg

va sy khac biét nay dat ngudng y nghia thdng ké (p = 0,001).
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Bang 3.7. Phan b ctia cic SNP (SODI 7958G>A, SOD2 ¢.47T>C, CAT -262C>T
va NOS3 -786C>T) trong nhém bénh nhan v6 sinh nam va nhém do6i chung.

Bénh Doi
<X z nhan chirng o p p
Bién thé =107 0= 85 OR 95% CI (OR) a2
(%) (%)
SODI 7958G>A (rs4998557)
23 26
GG (2150)  (30.59) 0,621 0,324-1,193 0,076
66 36
GA 61.68)  (4235) 2,191 1,226-3,915 0,004 0,027
18 23
AA (1682)  (27.06) 0,545 0,272-1,094 0,044
84 61
GA+AA/GG (78.50)  (71.76) 0,621 0,324-1,193 0,076
89 62
GG+GA/AA ®3.18)  (72.94) 1,945 0,973-3,888 0,030
112 88
Allele A (5234)  (51.76) 1,098 0,734-1,643
102 82 0,649
Allele G 47.66)  (48.24) 0,911 0,609-1,363
SOD2 c.47T>C (rs4880)
51 56
TT 47.66)  (65.88) 0,4712 0,262-0,849 0,006
48 27 0,026
TC 44.86)  (31.76) 1,748 0,964-3,168 0,033
CC 8(7,48) 2(2,35) 3,354 0,693-16,228 0,066
56 31
TC+CC/TT (5234)  (36.47) 1,435 1,028-2,004 0,017
99 83
TT+TC/CC 92.52)  (97.65) 0,298 0,062-1,443 0,066
150 139
Allele T (7009)  (81.76) 0,565 0,349-0,912 bors
64 31 ’
Allele C (2991)  (18.24) 1,771 1,096-2,862
CAT — 262C>T (rs1001179)
88 75
CC (8224)  (88.24) 0,618 0,271-1,410 0,126
18 10 0,401
CT (1682)  (11.76) 1,517 0,660-3,485 0,163
TT 1(0,93) 0 (0) - - -
19 10
CT+TT/CC (17.76)  (11.76) 1,509 0,741-3,072 0,128
ccrerrr 106 851000 - i i

(99.07)
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194 160
Allele C ©0065) (0412 0006 0,276-1,332 0.200
Allele T 20(9,35) 10(5,88) 1,649 0,751-3,625
NOS3 —786C>T (rs2070744)
CC 2(1,87)  1(1,18) - - -
43 15
CT 4019 (765 313 1,591-6,180 0 0,003
62 69
TT (5704 sL1g 0319 0,164-0,622 0
45 16
CCHCTAT 06 188y 2234 1,363-3,663 0,001
CT+TT/CC 105 84 0,625 0,056-7,011 0,352
(98.13)  (98.82) : : : ’
Allele T 167 153 (90) 0,395 0,217-0,717
(78.04)
i 0,002
Allele C arog 1700 2533 1,395-4,599

Chii thich: n: s6 mau nghién ctru, 95% CI: khoang tin cay 95%

3.4.2. Méi twong quan giiva dic diém di truyén va ddc diém lam sang cia tinh

trung ¢ nhom bénh nhdn voé sinh nam.

Bén canh dic diém vo sinh, chung t6i tiép tuc khao sat méi lién quan gitlra
ddc diém di truyén ciia nhom bénh nhan véi nhitng thong sd co ban cua cidc mau
tinh trang & nhitng bénh nhan nay. Nhirng thong sé nay bao gdm: hinh dang, dic
diém van dong, ti 16 sdng, mat do va tong sb tinh trang. Cac dir liéu tir phan tich
théng ké duoc thé hién chi tiét & Bang 3.8.

Két qua cu thé cho théy, ddi voi SOD2 ¢.47T>C c6 su khac biét vé thong sb
trung binh ctia dic tinh tién t6i va ti 16 séng giira cac kiéu gen khac nhau. Trong do,
ti 1¢ phan tram tinh tring séng & nhirng bénh nhan c6 kiéu gen kiéu dai hoac di hop
tir (TT hodc TC) cao hon so véi dit lidu thu dugc & nhitng bénh nhan c¢6 kiéu gen
ddng hop tir d6t bién (CC) (Bang 3.8, Hinh 3.8a).

Doi véi thong sé muc d6 di dong tién toi cua tinh tring, c6 su khac biét giita
cdc nhom bénh nhan mang kiéu gen khac nhau, tuy nhién khi phan tich sau giira
cac cap kiéu gen thi két qua nay khong dat mirc ¥ nghia thong ké (Bang 3.8, Hinh
3.8b).
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Ngoai ra, khong c6 su khac biét ¢ ¥ nghia thong ké vé hinh dang, mat do va
tong s6 lugng tinh tring gitra cac nhom kiéu gen cta bién thé SNP SOD2 c¢.47T>C.
Khao sat cac bién thé con lai bao gdbm SOD1 7958G>A, CAT -262 C>T,
NOS3 -786 C>T, quan sat thdy khong c6 sy khac biét nao vé cac dic diém cia tinh

trung gitra cac kiéu gen khac nhau.

Bang 3.8. Moi tuong quan gitra dac diém cua tinh trung voi kiéu gen ¢ nhém bénh
nhan v6 sinh nam

Thong sb tinh trung Kiéu gen p
SOD1 7958G>A (rs4998557) GG GA AA

Hinh dang (% binh thuong) 7,043 7,788 7,444 0,695
Kha nang di dong (% tién t6i) 28,752 30,765 30,628 0,469
Ti 18 sdng (%) 81,435 81,182 81,444 0,969
Mat d6 (105/ml) 46,874 57,028 50,722 0,592
Tong sb tinh trung di dong (triéu) 127,821 159,980 150,156 0,582
SOD2 c.47T>C (rs4880) TT TC CcC

Hinh dang (% binh thudng) 7,529 32,023 27,275 0,404
Kha ning di dong (% tién toi) 29,173 32,023 27,275 0,048
Ti 1& séng (%) 81,059 82,458 75,625 0,014
Mat d6 (105/ml) 56,969 53,344 36,131 0,445
Tong s6 tinh trung di dong (triéu) 146,813 159,803 130,419 0,784
CAT -262 C>T (rs1001179) CcC CT TT

Hinh dang (% binh thudng) 7,375 8,556 7,000 0,455
Kha ning di dong (% tién toi) 30,152 30,622 38,500 0,470
Ti 1& séng (%) 81,136 82,167 78,000 0,604
Mat d6 (105/ml) 51,828 60,114 112,000 0,302
Tong sb tinh trang di dong (triéu) 144,349 170,725 425,600 0,068
NOS3 -786 C>T (rs2070744) TT CT cC

Hinh dang (% binh thuong) 7,661 7,395 8,500 0,877
Kha ning di dong (% tién toi) 30,506 30,193 26,700 0,736
Ti 18 sdng (%) 81,823 80,791 75,000 0,128
Mat d6 (105/ml) 51,087 56,199 85,500 0,484

Tong sb tinh trang di dong (triéu) 141,757 160,850 247,950 0,420
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Hinh 3.8. Méi lién quan giira da hinh gen SOD2 ¢.47T>C véi cac thong s6 1am
sang cua tinh trung & nhom bénh nhan vo6 sinh nam.
A. Tuong quan giita kiéu gen SOD2 va ti 1¢ sdng cua tinh trung,
B. Tuong quan giita kiéu gen SOD2 va d9 di dong cua tinh tring.
Cac box mau xanh lam nhat: kiéu gen ddng hop tir kiéu dai TT, box mau xanh lam

dam: kiéu gen dong hop tir dot bién CC, box mau xanh 14 cdy: kiéu gen di hop tir
TC.
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3.4.3. Ddanh gida moi lién hé gitta mirc dp stress oxy hod voi chi so lam sang cua

tinh trung va dic diém di truyén ¢ bénh nhdan nam vo sinh.

3.4.3.1. Murc dg stress oxy hod cua tinh trung ¢ nhom bénh nhin nam voé sinh

va moi lién quan voi thong so cua tinh trung.

Do diéu kién bao quan mau khong dong déu, chi c6 90/107 miu tinh trung
ctia bénh nhan nam vo sinh d diéu kién dé danh gia stress oxy hoa. Chiing t6i khao
sat anh hudng ciia mirc do stress oxy héa dén cac chi s6 ciia mau tinh tring.

Két qua cho thdy ¢ nhirng mau c6 murc do stress oxy hoa cao thi tong s6 tinh
trung thdp hon dang ké so véi nhom mau cé mic do stress oxy hoa thap, sy khac
biét ndy co y nghia thong ké (p = 0,0334) (Hinh 3.9a). Két qua nay phan anh stress
oxy hoéa 12 mot yéu té nguy co 1am giam sé luong tinh trung ¢ nam gidi.

Nguoc lai thi khi danh gia méi lién hé giira stress oxy hoa véi cac chi sb
khac cua tinh trung nhu thé tich tinh dich, hinh dang, di dong tién téi, phan trim
séng va mat do, quan sat thdy su khac biét khong c6 y nghia thong ké gitta hai nhom
mau tinh tring c¢6 muc do stress oxy hoa cao va thap. Nhu vy, mirc do stress oxy
hoa 1a doc 1ap vé6i cac chi s cua tinh tring vé mat ciu tric va chat luong, ngoai trir

tong sb tinh trung trong tinh dich.
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Hinh 3.9. Méi lién hé giita thong s6 cua tinh tring trong nhom bénh nhan véi mire
do stress oxy hoa

Chu thich: Box mau do6 dai dién cho nhém c¢6 mtrc dd tress oxy hoa cao va box mau xanh

dai dién cho nhom c6 mirc do stress oxy hoa thip. *: p<0,05, ns: khong dat murc ¥ nghia

thong keé.
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3.4.3.2. Muc dj stress oxy hod cua tinh trung ¢ nhom bénh nhdn nam vo sinh

va moi lién quan voi dac diém di truyén ciia nhom gen chong oxy hoad.

Khéo sat moi lién hé gitta murc do stress oxy hoa cua tinh trung voi sy phan
bd cua cac bién thé thuoc nhom gen chong oxy hoa trong nghién ctru nay (Bang

3.9) cho thiy:

Khong c¢6 su khac biét dat mirc y nghia thong ké khi so sanh tan sé kiéu gen
va tan sd allele cia cic bién thé SODI (rs4998557), SOD2 (rs4880), CAT
(rs1001179) va NOS3 (rs2070744) gitra 2 nhém v6 sinh nam c6 muc do stress oxy
ho4 tinh tring cao va thip. Nhu vy c6 thé noi, cac bién thé di truyén cua 4 gen
nghién ctru khéng c6 méi lién hé véi mirc do stress oxy hoa cia tinh triung trong

nhom bénh nhan.

Bang 3.9. Phan b kiéu gen va allele ctia cac gen SODI, SOD2, CAT va NOS3

0 hai nhom bénh nhan vo sinh

Mirc do stress oxy hoa

Kiéu gen Cao (%) Thiap (%) x2 p
n=21 n =69
SODI 7958G>A (rs4998557)
GG 3(1428) 15 (21,74)
GA 14 (66,67) 44 (63,77) 0,68 0,71
AA 4(19,05) 10 (14,49)
Allele G 22 (5238) 64 (46,37)
0,46 0,49
Allele A 20 (47,62) 74 (53.63)
SOD2 ¢.47T>C (rs4880)
TT 10 (47.62) 34 (49.27)
TC 10 (47,62) 29 (42) 0,44 0,8
cc 1(4.76)  6(8.73)
Allele T 30 (71.42) 97 (70.28)
0,02 0,88
Allele C 12 (28,58) 41 (29,72)
CAT -262C>T (rs1001179)
cc 16 (76,19) 57 (82.6)
CT 5(23.81) 11 (15.94) 0.94 0.62

TT 0 1 (1,46)
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Allele C 37 (88,09) 125 (90,57)

0,34 0,55
Allele T 5(11,91) 23 (9,43)
NOS3 -786C>T (rs2070744)
CcC 0 2(2,9)
CT 11 (52,38) 20 (28,98) 4,23 0,12
TT 21 (47,62) 47 (68,12)
Allele C 11 (26,19) 22 (15,94)

1,92 0,16
Allele T 32(73,81) 114 (84,06)

3.4.4. Pdanh gid méi lién hé giiva mét sé té hop kiéu gen nghién civu dén tinh

trang vo sinh nam va murc do stress oxy hod cua tinh trung.

3.4.4.1. Khdo sdt mét sé té hop kiéu gen ciia SOD1, SOD2 va CAT giita nhom

bénh nhdn va nhom doi chirng.

Cac enzyme SOD va CAT bdo v¢ tinh trung khéi bi phd huy boi ion
superoxide (O2") va hydrogen peroxide (H.0,). Chung toi dua ra gia thuyét rang
mdt bénh nhan nhét dinh mang td hop cac allele bat loi cta cac SNP & trén co thé
¢6 nguy co vo sinh nam cao hon so v§i mot ca thé khong mang allele dot bién. Do
d6, chung to6i phan tich théng ké véi nhitng t6 hop kiéu gen bao gdm: SODI
7958G>A va SOD2 c.47T>C, SOD1 7958G>A va CAT -262C>T, SOD2 c.47 T>C
va CAT -262C>T, va dong thoi ca t6 hop mang nhiing allele bat loi ctia ca ba gen
dd duoc str dung dé kiém tra gia thuyét nay.

Két qua cu thé duoc trinh bay trong Bang 3.10 va Hinh 3.10.

Dir lidu tir phan tich thong ké cho thdy nhiing bénh nhan mang ca 2 kiéu gen
O trang thai di hop td SOD1 7958GA va SOD2 ¢.47TC co6 nguy co v sinh cao hon
2,5 1an so v&i ngudi mang gen kiéu dai [p = 0,006; OR = 4,343 (1,467 — 13,799)]
(Hinh 3.9). Nhitng bénh nhan ddng thoi di hop tir & ca 2 kiéu gen SODI 7958GA
va CAT -262CT c6 nguy co mac bénh cao hon nhom nguoi co gen kiéu dai vai [p

=0,039; OR =4,101 (1,103 —20,93)].
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Tuong tu, nhitng bénh nhan c6 kiéu gen SODI 7958GA/AA cung v6i CAT-
262CT/TT ciing ting nguy co mic bénh véi OR = 2,813 lan (95%CI = 0,986 -
8,024, p = 0,026).

Dic biét, nguy co vo sinh nam & nguodi mang kiéu gen két hop SODI
7958GA/AA, SOD2 ¢.47TC/CC va CAT -262CT/TT tang gap 7 lan so v6i ngudi
mang gen kiéu dai [p=0,007; OR=7,614 (1,582 — 62,709)].

Nhu vay, nhitng t6 hop gen ting nguy co vo sinh nam bao gdm: di hop tir ca
2 kiéu gen SODI 7958GA va SOD2 ¢.47TC, ¢6 da hinh (di hop tir hodc déng hop
tlr) & c4 hai bién thé gen SODI 7958GA va CAT (rs1001179), c6 da hinh (di hop ttr
hodc ddng hop tir) & ca 3 bién thé gen SODI 7958 G>A, SOD2 ¢.47 T>C va CAT -
262 C>T. Nguoc lai, hai t6 hop gen cho thiy giam nguy co v6 sinh nam bao gém
t6 hop gen kiéu dai cia SODI 7958 GG va SOD2 ¢.47TT, t6 hop gen kiéu dai cia
SOD2 c.47TT va CAT -262 CC.

Bang 3.10. Phan bo cua cac to hop kiéu gen & nhém vo sinh nam va nhom doi
chung

Bénh nhin Poi ching
n=107 n=_85

T6 hop kiéu gen OR (95% CI)

SODI (rs4998557) va SOD2 (rs4880)

GGxTT 10/107 15/85 Ref

GGxTC+CC 21/107 25/85 0,646 1,252 (0,463 —3,474)
GA+AAXTC+CC 78/107 58/85 0,109 1,999 (0,839 —4,951)
GAXxTC 27/107 9/85 0,005 4,343 (1,467 —13,799)
GA+AAXTT 41/107 41/85 0,38 1,488 (0,599 —3,83)

SODI (rs4998557) x CAT (rs1001179)

GGxCC 21/107 21/85 Ref

GGxCT+TT 2/107 5/85 0,423 0,422 (0,049 —-2,311)
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GAxCT 13/107 3/85 0,039 4,101 (1,103 — 20,93)
GA+AAXCT+TT 16/107 5/85 0,06 3,093 (0,992 — 11,166)
SOD2 (rs4880) va CAT (rs1001179)

TTxCC 47/107 51/85 Ref

TCXTC 11/107 5/85 0,122 2,334 (0,774 — 8,075)
TCXTC+TT 12/107 5/85 0,084 2,542 (0,859 — 8,706)
TC+CCxCT+TT 15/107 5/85 0,027 3,166 (1,116 — 10,588)

SODI (rs4998557) x SOD2 (rs4880) x CAT (rs1001179)

GGxTTxCC 10/107 13/85 Ref
GG+TC+CCxCTHTT 2/107 3/85 0,24 0,886 (0,889 —6,937)
GAXTCxCT 8/107 1/85 0,044 8,819 (1,264 —248,69)
GA+AAXTTxCT+TT 4/107 3/85 0,525 1,685 (0,287 —11,308)
GA+AAXTC+CCxCT+TT 13/107 2/85 0,007 7,614 (1,582 —62,709)

Chii thich: n: s mau nghién ciru, 95% CI: khoang tin cdy 95%
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Gene X gene interaction’ OR (95% C1} p-value
S0D1 (r54998557) x SOD2 (154880}
GGXTT 1 Ref
GGXTC+CC —-0—) 1.252(0.463-3.474) 0.646
GA+AAXTC+CC —— 1.999 (0.839-4.951) 0.109
GAXTC ¢ >4,343 (1.467- 13.799}  0.005
GAAAXTT ———————— 1.488{0.509-3.83)  0.380
S0D1 (r54998557) x CAT (rs1001179) :
GGXCC Ref
GGXCTHTT +—— 0.422(0.049-2311) 0423
GAXCT ’ + > 4.101(1.103- 20.93)  0.039

GAHAAXCTTT % 3093 (0.992 - 11.166) 0.060
SOD2 (rs4880) x CAT (r51001179) ,

TIHCC Ref

TOXTC — > 2334(0.774-8075) 0122
TOXTCHTT % 2542(0.859-8706) 0,084
TC+CCXTCHTT ‘ + 3.166(1.116- 10.588) 0.027
SOD1 (rs4998557) x SOD2 (rs4880] x CAT (rs1001179) E

GBXTTXCC Ref
GGXTC+CCXCTHTT # - 0.886(0.889-6.937)  0.240
GAXTCXCT i 4—>8.819(1.264- 248.69) 0.044
GAAAXTTXCTATT % 1685(0.287 -11.308) 0525
GA+AAXTCHCCXCT+TT & 7.614 (1.582- 62.709) 0.007

3.0 B 7
Oddsratio (OR)

Hinh 3.10. Biéu dd Forest plot danh gia méi trong quan gitta mot sb t6 hop gen
vo1 tinh trang vo sinh nam.

Chu thich: 95% CI: khoang tin cdy 95%.

Khi két hop cac t6 hop gen gay ting nguy co vo sinh nam, thi két qua cho
thay nguy co ciing ting 1én so v&i nguy co giy ra do don gen (Bang 3.11), cu thé:

T hop gen gitta SODIxSOD2: GAXCT lam ting nguy co 1én gan 2 1an so
v6i kiéu gen GA ctua SODI (OR = 4,343 so véi 2,19).

T6 hop gen SODIxCAT:GAXCT lam ting nguy co 1én 1,87 1an so véi kiéu
gen GA cua SODI (OR =4,101 so véi 2,19).

Déi v6i SOD2, t6 hop kiéu gen SOD1xSOD2:GAXCT lam ting nguy co 1én
2,5 1an so véi kiéu gen TC ctia SOD2 (OR = 4,343 so véi 1,748).

T hop kiéu gen SOD2xCAT: TC+CCxTC+TT ting nguy co 1én 2,2 1an so
R hop gen TC+CC cua SOD2 (OR = 3,166 so voi 1,435).

Dé6i voi gen CAT, két qua phén tich don gen khong cho thdy méi lién hé giira
bién thé -262C>T vdi nguy co vo sinh nam. Tuy nhién khi phan tich cc t6 hop gen
nguy co voi SODI hoac SOD2 hodc ca hai gen nay, thi nguy co v0 sinh nam ting
1én, dao dong tir 3 dén 8 1an (OR = 3,166-8,819).
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3.4.4.2. Twong quan giita mét so té6 hop kiéu gen ciia SOD1, SOD2 va CAT véi

miurc dg stress oxy hoa cua tinh trung.

M&i tuong quan giita cac td hop kiéu gen cua céac bién thé thudc gen SODI,
SOD2 va CAT v&i muc do stress oxy hoa trong nhém bénh nhan vo sinh nam tiép
tuc dugc danh gia. Cac t6 hop kiéu gen duwoc khao sat mang cac bién thé thudce cac
cap gen SODI-SOD2, SOD1-CAT, SOD2-CAT hoac ca ba gen SODI1-SOD2-CAT.
Két qua phan tich thong ké duogc trinh bay cu thé & Bang 3.12.

Cu thé, xét t6 hop 2 gen SODI (rs4998557) va SOD?2 (rs4880), 5 t hop kiéu
gen GGXTT, GGxTC+CC, GA+AAXTC+CC, GAXTC, GA+AAXTT duoc khao sat.
Trong nhém bénh nhan c6 mirc do stress oxy hoa cua tinh tring cao, tin sd cua cac
t6 hop nay tir 4,76-42,9% va trong nhom c6 mitc do stress oxy hoéa tinh tring thap

thi tan s cua cac t6 hop nay dao dong tir 10,1-39,13%.

Xét t6 hop 2 gen SODI (rs4998557) va CAT (rs1001179), ¢6 4 td hop kiéu
gen duogc khao sat bao gdm GGxCC, GGxCT+TT, GAXCT va GA+AAXCT+TT.
Trong nhém bénh nhan c6 mirc do stress oxy hoa cua tinh tring cao, tan sb ciia cac
t6 hop kiéu gen dao dong tir 4,76-19%, tan s6 nay trong nhom c6 mirc do stress oxy

hoa thip dao dong tir 1,4-20,29%.

Xét t6 hop 2 gen SOD?2 (rs4880) va CAT (rs1001179), c6 4 t6 hop kiéu gen
duoc khao sat bao gdom TTxCC, TCxTC, TCxTC+TT, TC+CCxCT+TT. Tan s6 cua
cac to hop kiéu gen nay trong nhom bénh nhan c6 mirc do stress oxy héa tinh tring
cao kha phé bién, tir 19-42,9%. Trong nhom bénh nhan c6 muc dd stress oxy hoda
tinh trung thap, t6 hop chiém ti 1& cao nhat 13 t6 hop mang dong hop tir kiéu dai cua
hai gen (44,9%), thip nhat 1a TCXTC (7,2%).

Xét t6 hop 3 gen SODI (rs4998557), SOD2 (rs4880) va CAT (rs1001179),
c6 4 t6 hop kiéu gen dugc khao sat bao gdm GGXxTTxCC, GGcTC+CCxCT+TT,
GAXTCxCT, GA+AAXTTxCT+TT. Trong nhém bénh nhan c6 muc dj stress oxy
hoéa tinh triing cao, hai t6 hgp kiéu gen c6 tan sb thap nhat 1a GA+AAXTTxCT+TT
va GGXTTxCC (4,76 %), hai t6 hop kiéu gen co tdn sb cao nhit la
GGxTC+CCxCT+TT va GAXTCxCT (9,52%). Trong khi d6 & nhdm bénh nhan c6
muc d6 stress oxy héa tinh trung thap, t6 hop kiéu gen GA+AAXTTxCT+TT c6 tan
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s6 thip nhat (4,35%) va to hop kiéu gen GGcTC+CCxCT+TT ¢6 tan sd cao nhat
(11,59%).

Quan sat thay khong c6 su khac biét khi danh gia su phan bd cua 4 to hop
kiéu gen noi trén giita cac bénh nhan vo sinh nam thudc hai nhém co6 mirc do stress
oxy hoa cao va thdp. Nhu vay céc to hop gen mang cac bién thé cia SODI, SOD2

va CAT khong c6 moi lién hé voi dac diém stress oxy hoa cua cdc mau tinh trung.

Bang 3.12. Su phan b cua céac to hop kiéu gen & giira hai nhém bénh nhan vo

sinh nam c6 murc d9 stress oxy hoa tinh trung cao va thap

Mikc dj stress oxy hoa

T6 hgp kiéu gen Cao (%) Thip (%) p

n=21 n =69

SODI (rs4998557) x SOD2 (rs4880)

GGxTT 1/21 (4,76) 7/69 (10,1)

GGXTC+CC 2121 (9,52) 8/69 (11,59) |

GA+AAXTC+CC 9/21 (42,9) 27/69 (39,13) 0,66

GaxTC 8/21 (38) 23/69 (33,3) 0,65

GA+AaxTT 9/21 (42,9) 27/69 (33,3) 0,66

SODI1 (rs4998557) x CAT (rs1001179)

GGxCC 2/21 (9,52) 14/69 (20,29)

GGxCT+TT 1/21 (4,76) 1/69 (1,4) 0,31
GAxCT 2/21 (9,52) 3/69 (4,35) 0,23
GA+AAXCT+TT 4/21 (19) 11/69 (15,94) 0,39

SOD2 (rs4880) x CAT (rs1001179)

TTxCC 9/21 (42,9) 31/69 (44,9)
TCXTC 4/21 (19) 5/69 (7,2) 0,22
TCXTC+TT 4/21 (19) 6/69 (8,7) 0,42

TC+CCxCT+TT 4/21 (19) 9/69 (13,04) 0,711
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SODI (rs4998557) x SOD2 (rs4880) x CAT (rs1001179)

GGxTTxCC 1/21 (4,76) 7/69 (10,14)

GGXTC+CCXCT+TT 2/21 (9,52) 8/69 (11,59) 1
GaxTCxCT 2/21 (9,52) 4/69 (5.8) 0,53
GA+AAXTTXCT+TT 1/21 (4,76) 3/69 (4,35) 1

Chu thich: n: s6 mau nghién cuu

3.4.4.3. Twong quan giita mét sé té hop gen chong oxy héa va dic diém lim sang

cua tinh trung trong nhom bénh nhdn.

Trong phan nay, cac td hop gen mang bién thé cia SOD1, SOD2 va CAT
duoc khao sat bao gom: 4 t6 hop gen ctia SODI (1s4998557)-SOD2 (rs4880), 2 t6
hop gen cua SODI (rs4998557)-CAT (rs1001179), 2 t6 hop gen cua SOD2
(rs4880)-CAT (rs1001179) va 3 t6 hop gen ctia SODI (rs4998557)-SOD2 (rs4880)-
CAT (rs1001179). Cac thong sb cua tinh trung dugc danh gia bao gom mat do, sd
lugng, ti 1¢ sdng va hinh thai. Chi tiét két qua phan tich dugc thé hién & Hinh 3.11
dén Hinh 3.14.

Xét t6 hop gen bao gdm 2 gen SODI va SOD2: ¢6 4 td hop gen bao gdm
GGxTC+CC, GA+AAXTC+CC, GAXTC va GA+AAXTT. T6 hop gen GGxTT la td
hop gen tham chiéu mang 2 allele kiéu dai ciia ca 2 gen SODI va SOD2. So véi to
hop gen tham chiéu thi mat do, s6 lugng, ti 1¢ tinh trung séng, dd di dong va ph?m
tram hinh thai tinh tring binh thudng déu cao hon so véi trung binh cua nhitng bénh
nhan mang t6 hop gen kiéu dai. Tuy nhién chi ¢6 thong sé @6 di dong ciia tinh tring
& nhirng ngudi mang to hop gen di hop tir & ca 2 gen SODI va SOD2 1a GAXTC 1a
thé hién sy khac biét dat mutc ¥ nghia thong ké (p = 0,032).

Xét t6 hop gen bao gém 2 gen SODI va CAT: ¢6 2 tb hop gen duoc khao sat
bao géom GAXCT va GA+AAXCT+TT. T6 hop gen GGxCC 14 t6 hop gen tham
chiéu mang 2 allele kiéu dai ciia ca 2 gen SODI va CAT. Phan tich théng ké khong
cho thiy sy khac biét c6 ¥ nghia vé cac thong s cua tinh tring ¢ nhitng ngudi mang
nhitng t6 hop gen ndi trén so v4i tap hop bénh nhan mang t6 hop gen kiéu dai (p >

0,05).



87

Xét t6 hop gen bao gdm 2 gen SOD2 va CAT: ¢6 2 t6 hop gen duge khao sat
bao gdm TCxTC va TC+CCxTC+TT. T6 hop gen TTxCC 1a td hop gen tham chiéu
mang 2 allele kiéu dai cia ca 2 gen SOD2 va CAT. Panh gia mbi lién quan cuia cac
thong s tinh tring véi timg t6 hop gen, két qua cho thy ti 1& sdng cia tinh trang
& nhom bénh nhan mang t6 hop gen TCxCT (84,09%) cao hon so v&i nhom ddi
chimg (80,81%) (p = 0,036). Nguoc lai, chi sé ndy & nhém bénh nhan mang t6 hop
gen TC+CCXTC+TT (74%) thap hon so v6i nhom ddi ching (p = 0,025).

Xét t6 hop gen bao gom 3 gen SOD1, SOD2 va CAT: tién hanh danh gia 3 t6
hop gen GAXTCxCT, GA+AAXTTxCT+TT va GA+AAXTC+CCxCT+TT. T hop
gen GGxTTxCC mang 3 allele kiéu dai cua SODI, SOD2 va CAT. Phan tich théng
ké vé su khéc biét giira cac tri s6 1am sang cila tinh tring cia mdi to hop gen so véi
t6 hop gen kiéu dai cho thay ti 16 phan tram hinh thai tinh trang binh thudng ¢ nhém
bénh nhan mang t6 hop gen GA+AAXTTxCT+TT cao hon so véi nhém bénh nhan
mang td hop gen kiéu dai (p = 0,0057). Chi s nay khong c6 su khac biét khi so
sanh giira té hop gen GAXTCxCT va GA+AAXTC+CCxCT+TT so véi t6 hop gen
kiéu dai. Quan sat thdy ngoai hinh théi tinh tring thi cic thong sé vé mat 4o, sb
luong tinh trung, ti 18 song va d6 di dong khong c6 su khac biét co ¥ nghia thong

ké gitra cac t6 hop gen quan tam.
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92

3.4.5. Khdo sdt tic dpng cdc bién thé di truyén va yéu to6 BMI dén tinh trang vé

sinh nam

Chiing t6i tiép tuc danh gia méi tac dong gitra kiéu gen nguy co v sinh da
duoc phan tich & ndi dung trude va chi s6 BMI dbi véi tinh trang vo sinh nam. Trén
co s6 ldy gia tri BMI = 18,5-22.9 14 chi s binh thudng cho nguoi Viét Nam, nhom
bénh nhan vo sinh nam dugc phan thanh 2 nhom 1a BMI thap/binh thuong (< 22,9)
va BMI cao (> 22,9).

Cac gia tri -2LL, R Square, BIC, AIC ctia 4 m6 hinh déu cho thay tinh phu
hop ciia cac md hinh hdi quy logistic. Cu thé gia tri -2LL trong mé hinh hoi quy
trong déu giam di khi dua cac bién doc 1ap vao mé hinh.

Két qua phén tich hoi quy logistic cho thiy kiéu gen NOS3 -786CT van c6
tac dong dén nguy co vo sinh nam & ca 2 mo hinh danh gia riéng NOS3 -786CT véi
BMI (p = 0,003) va m6 hinh danh gia tit ca 4 bién thé gen cung voi BMI (p =
0,007). Trong m6 hinh danh gia tac dong cua kiéu gen di hop tir SODI GA va BMI
t6i vo sinh thi kiéu gen nay khéng cé anh huéng dén nguy co v sinh (p > 0,05),
tuy nhién khi danh gi4 tong thé ca 4 bién thé gen cing véi yéu té BMI thi SODI
GA van c6 tac dong dén nguy co vo sinh nam (p = 0,049).

Tuy nhién chi s6 BMI cao van ¢6 tac dong dén nguy co v sinh nam & ca 4
md hinh danh gia ting bién thé gen va mo hinh danh gia tic dong cia tit ca 4 bién
thé gen nghién cuu SOD1, SOD2, CAT va NOS3 (p < 0,05).

Céc thong s6 phén tich chi tiét dugc thé hién & Bang 3.13 - Bang 3.16.
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Bang 3.13. Phan tich da bién méi lién hé giita da hinh gen SOD! va yéu t6 BMI

vo1 tinh trang vo sinh nam

Kiéu gen nguy co OR 95% CI P
(Intercept) 0,37 0,17 -0,80 0,013
SOD1 7985AA 0,78 0,32 -1,90 0,588
SOD1 7985GA 2,03 0,97 — 4,27 0,059
BMI [Thura can] 3,52 1,77 - 7,22 <0,001
C& mau 185
R? Tjur 0,11
Log-Lik Intercept/Full -126,799/-116,293
BIC 253,486
AIC 240,587

Chu thich: 95% CI. khoang tin cdy 95%, Log-Lik Intercept: gia tri Log-
Likelyhood ctia mé hinh hdi quy trong, Log-Lik Full: gié tri Log-Likelyhood ctiia mé hinh
hdi quy khi da bd sung cac bién doc lap, BIC: tiéu chi thong tin Bayes, AIC: tiéu chi thong
tin Akaike.

Bang 3.14. Phan tich da bién méi lién hé giita da hinh gen SOD2 va yéu t6 BMI

vo1 tinh trang vo sinh nam

Kiéu gen OR 95% CI p
(Intercept) 0,41 0,21 - 0,77 0,007
SOD2 c.47CC 2,98 0,69 -20,5 0,184
SOD2 c.47TC 1,82 0,97 -3,47 0,066
BMI [Thtra can] 3,27 1,65-6,68 0,001
Cd mau 185
R? Tjur 0,097
Log-Lik Intercept/Full -126,799/-117,58
BIC 256,041

AlIC 243,16
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Chu thich: 95% CI: khoang tin cdy 95%, Log-Lik Intercept: gia tri Log-Likelyhood cta
mo hinh hdi quy tréng, Log-Lik Full: gia tri Log-Likelyhood ctia mé hinh hdi quy khi da
b6 sung cac bién doc 1ap, BIC: tidu chi thong tin Bayes, AIC: tiéu chi thong tin Akaike.

Bang 3.15. Phan tich da bién mdi lién hé gita da hinh gen NOS3 va yéu t6 BMI

v01 tinh trang vo sinh nam

Kiéu gen OR 95% CI p
(Intercept) 0,38 0,19-0,70 0,003
NOS3 -786CT 208 149-622 0,003

BMI [Thtra can]

3,52 1,77-17.26 <0,001

C& mau

R? Tjur

Log-Lik Intercept/Full
BIC

AIC

185

0,123
-126,799/-109,972
256,487

233,944

Chu thich: 95% CI: khoang tin cdy 95%, Log-Lik Intercept: gia tri Log-Likelyhood
ctia md hinh hoi quy tréng, Log-Lik Full: gia tri Log-Likelyhood ctia md hinh hoi quy
khi d4 bd sung cac bién doc 1ap, BIC: tiéu chi thong tin Bayes, AIC: tiéu chi thong tin

Akaike.

Bang 3.16. Phan tich da bién mdi lién hé gilta cac da hinh gen SOD1, SOD2,
CAT, NOS3 va yéu t BMI vdi tinh trang v6 sinh nam

Gen
(Intercept)
SOD1 7985AA
SOD1 7985GA
SOD2 c.47CC

SOD2 c.47TC

OR
0,21
0,91
2,16
2,70

1,70

95% CI1 p

0,08 — 0,49 0,001
0,36 — 2,32 0,851
1,01 — 4,71 0,049
0,57 — 19,81 0,250
0,86 — 3,40 0,126
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CAT -262CT 1,33 0,53 — 3,53 0,555
NOS3 -786CT 2,76 1,35-5,86 0,007
BMI [Thira can] 3,25 1,58 — 6,91 0,002
C& mau 185

R’ Tjur 0,175

Log-Lik Intercept/Full
BIC

AIC

-126,799/-109,972
256,487

233,944

Chu thich: 95% CI: khoang tin cay 95%, Log-Lik Intercept: gia tri Log-Likelyhood
ctia mo hinh hdi quy tréng, Log-Lik Full: gia tri Log-Likelyhood ctia mé hinh hdi quy
khi d4 bd sung céac bién doc 1ap, BIC: tidu chi thong tin Bayes, AIC: tiéu chi thong tin

Akaike.



96

CHUONG 4
BAN LUAN

4.1. Vai trd ctia bién d6i di truyén trong cic gen tham gia con dwong chéng

stress oxy hoa véi nguy co vo sinh nam

Ngay nay, vo sinh nam chiém khoang 50% vo sinh néi chung, day dugc coi
12 mot van dé strc khoe nghiém trong. Stress oxy hoa 1a mot trong nhitng yéu té giy
v6 sinh nam [156, 157]. Tinh da hinh di truyén cia cac gen chong oxy hoa co thé
g6p phan vao nguy co vo sinh & nam gidi. Nghién ctru nay da tién hanh d khao sat
mbi lién hé cua bdn da hinh cia nhom céc gen tham gia vao con dudng chdng stress
oxy hoa bao gom: SODI 7958G> A, SOD2 c.47T> C, CAT -262C> T, NOS3 -
786C> T vé6i tinh trang vo sinh nam va mirc do stress oxy hoa ctia cac mau tinh

dich.
4.1.1. Da hinh gen SOD1

Cac enzyme SOD1 va SOD2 dong vai tro quan trong trong viéc loai bo cac
ROS trong co thé, bao vé cac té bao va co thé khoi cac géc tu do va tac hai cua qua
trinh oxy héa. Tinh da hinh cta bién thé gen SODI 7958G>A (rs4998557) duoc
bdo cdo 1a co thé lién quan dén ung thu dai truc trang [158], tinh trang bat thuong
giGi tinh [159], mat thinh giac than kinh d6t ngdt & ngudi Nhat [160], hodc bénh
Alzheimer [161].

Cho dén nay, mot sé nghién ctru trén chudt d chi ra rang c6 sy suy giam kha
ning sinh san & tinh trang chudt thiéu hut SOD1 [162] hoic giam té bao sinh tinh
0 chudt trong moi truong chiu tac dong cua nhiét do cao [112]. Theo nghién ctru
m&i nhit cling trén mo hinh chudét NZW, sy thiéu hut enzyme SODI dan t6i ting
cudng qua trinh chét cia té bao tai tinh hoan ctia chudt va bat thudng trong dap ting
mién dich lién quan dén té bao T [163]. Mic du vay, chua c6 nghién ctru nao cho

thay bang chung vé sy anh hudng cia da hinh gen SOD1 d6i véi vo sinh & ngudi.
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Nghién ctru bénh/chting ciia chung t6i da xac dinh duoc kiéu gen di hop tur
7958 GA cua gen SODI & nam gidi vo sinh cao hon cé y nghia théng ké so voi
nhém ddi ching, phan anh kiéu gen di hop tir GA c6 thé 1a yéu té nguy co giy vo
sinh nam. Pay 13 quan sat du tién rat dang gid, do tan sb cua allele 7958A 1a rét
phd bién & cac khu vuc dia 1y trén thé gidi, dic biét cao & chau A (52,9% & Pong
A va 20% & Tay A). Tuy nhién can tién hanh nhiing khao sat & quy mé 16n hon
cling nhu trén nhiéu quan thé ngudi khac nhau dé kiém ching lai anh hudng cua
bién thé rs4998557 thudc gen SODI vi vo sinh nam vé cin.

Dir lidu phén tich trong nghién ctru cho thdy khong c6 méi lién quan giira
kiéu gen SODI 7958GA voi mirc d6 stress oxy hoa cua tinh dich trong nhém bénh
nhan, dong thoi moi lién hé giira kiéu gen GA véi kha nang chéng oxy héa ciia mau
tinh dich chua c6 diéu kién dé khao sat trong nghién ctru nay.

Bién thé rs4998557 nim ¢ intron 2 thudc ving khong mi hoa cua SODI, su
thay thé nucleotide nay khong lam thay ddi amino acid nhung ciing c6 thé gy nén
sai khac trong diéu hoa biéu hién gen ciing nhu sé luong cua cac ban phién ma va
tir 46 lam suy giam hoat tinh ctia enzyme SODI1. O dong vat c6 vi, diéu hoa phién
mi ctia mot gen 1a su két hop phire tap gitta promoter v6i ving trinh tu ting cudng
(enhancer) & vi tri xa gen chirc ning. Mot s6 nghién ciru da cho thidy mot sd
promoter diéu khién hoat dong phién ma thong qua phdi hop voi cac ving diéu hoa
thudc intron [164]. Trong trudng hop khac, bién thé nay c6 thé c6 mdi lién két chat
v6i yéu t6 di truyén 1a nguy co thuc sy ctia vo sinh nam. Tuy vdy, viéc chirng minh
chirc ning ctia nhitng bién thé di truyén ndm trong ving khéng ma hoa ma khong
thudc céc vi tri thiét yéu cho qua trinh cat ni mRNA nhu donor va acceptor site

van con 1a mot thach thie 16n.

4.1.2. Da hinh gen SOD2

D6i v6i SOD2, cac nghién ctru trude day di chi ra rang da hinh SOD2 ¢.47T>
C (rs4880) c6 lién quan dén vo sinh nam [8, 11, 27, 38-40]. Hau hét dir liéu tir cac
nghién ctru déu thdng nhét kiéu gen SOD2 ¢.47CC c¢6 mbi lién quan toi giam hoat

tinh cua enzyme nay, ngoai trr nghién ctru cua Garcia-Rodriguez, de la Casa [27].
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Két qua cta nghién ctru nay chi ra rang tan sd kiéu gen TT-d6ng hop tir kiéu
dai va allele T & nhom vo sinh nam thdp hon ¢ ¥ nghia thong ké so v6i nhom déi
chimg, cho thay vai trd bao vé cua allele T. Nguoc lai, ngudi mang allele C va kiéu
gen di hop tir TC ¢ nguy co vo sinh cao hon, quan sat nay ciing phu hop voi két
qua cua nhirng nghién ctru trude d6 [8, 11, 38-40]. Xu hudng ndy co thé 1y giai
thong qua sy giam hoat tinh mot phan cia enzyme SOD2 trong ti thé s& tao diéu
kién cho su tich tu cac ROS, tir d6 gdy mat can bang oxy hoa, két qua 1a tén hai dén
chat luong cia tinh tring cta nhirng nam gidi mang kiéu gen di hop tir TC. Cu thé
hon, su thay thé Valine thanh Alanine tai vi tri amino acid 16 lam thay d6i cAu hinh
ctia SOD2, din téi giam hiéu qua van chuyén SOD2 vao trong ti thé [165]. Tinh
hudng nay nguoc lai & nhitng ngudi mang kiéu gen dong hop tir TT véi hoat tinh
nguyén ven cua SOD2, khong qua nhay cam véi mat cin bang cac ROS va tir d6
giam nguy co v sinh nam. Nhu mong dogi, phan tich mé hinh di truyén trdi cta tat
ca nhitng ngudi mang allele C (TC+CC/TT) ciing cho thdy mé hinh di truyén troi
¢6 xu huéng giy vo sinh nam. Tuy nhién, nghién ctru nay khong cho thay sy khac
biét c6 y nghia thong ké giira tan sb kiéu gen dong hop tir dot bién CC gitta hai

nhém bénh-ching.

Quan sat thay ti 16 ngudi mang kiéu gen CC & nhom bénh nhan (7,48%) van
cao hon so véi nhém dbi chimg (2,35%) tuy vay su khac biét khong dat mic y
nghia thong ké. Pang chu y 1a dir liéu tir nghién ctru nay cho thay kiéu gen CC la
yéu t6 nguy co lam giam ti 1 séng cua tinh tring trong nhom bénh nhan v sinh
nam. Trong do, ti 1¢ tinh trung séng & nhom bénh nhan mang kiéu gen CC thip hon
¢ y nghia thong ké so vi nhom bénh nhan mang kiéu gen TT hodc TC. Nhu vay,
nguy co gy vo sinh nam cua allele ¢.47C c6 thé lién quan dén viéc giam chat luong
tinh trung ¢ nam gidi. Ngugc lai, nghién ctru trén cac bénh nhan Brazil cling da dua
ra gia dinh vé tinh trang mit c4n bang ion 4m superoxide-H20, gy ra do bién d6i
c.47T>C va tir 46 lam giam chét luong tinh tring ¢ nhitng bénh nhan mang kiéu

gen dong hop tir TT hoic CC so véi kiéu gen di hop tir TC.
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4.1.3. Da hinh gen CAT

Doi véi bién thé CAT -262C>T (rs1001179), day 1a bién thé nam & ving
promoter ctia gen CAT. Sy hién dién cua bién thé nay duoc cho rang anh huéng dén
mirc d6 biéu hién ciing nhu hoat tinh cia enzyme nay. Mi 1ién hé giira bién thé
rs1001179 cua gen CAT véi hoat tinh thuy phan cia enzyme CAT da duoc khao sat
trong nhiéu nghién ctru ¢ nhiéu d6i twgng bénh nhan nhu Alzheimer, bénh bui phdi
va bénh bach bién. Anh hudng ctua bién thé CAT -262C>T dén hoat tinh CAT cling
da duoc khao sat, trong diéu kién stress oxi hoa véi su hién dién cia H20o, nguoi
mang allele -262T c6 hoat tinh ctia enzyme catalase thap hon so véi ngudi mang

kiéu gen -262CC [166].

Nghién ciru nay cho thdy khong c6 su khac biét dang chi y vé tan sb kiéu
gen va tan s allele giira nhom bénh nhan hiém mudn va nam giéi khoe manh co6
kha ning sinh san binh thuong. Két qua cua chung toi phu hop véi két qua cua
Bousnane trén nhom bénh nhan nam hiém muon ngudi Algeria [167]. Cu thé,
nghién ctru trén 111 nam gidi vo sinh va 104 d6i ching & khu vuc Pong Angieria
cua Bousnane va cs khong xac dinh dugc mdi lién hé gitra bién thé CAT -262C>T

v6i tinh trang vo sinh.

Tuy nhién, ddi 1ap nhitng két qua nay cua cac nghién ciru trude diy di bao
cdo rang kiéu gen déng hop tir -262CC 1am ting nguy co vo sinh nam, trong khi d6
kiéu gen di hop tir -262CT lam giam nguy co nay [115, 168]. Pdng thoi, dit lidu
nghién ctru trén 190 dbi ching va 195 bénh nhan nam vé sinh vo cin nguoi Iran

cho thay kiéu gen dong hop tir dot bién TT lam giam nguy co vo sinh nam [115].

Giai thich cho quan sat nay c6 thé dén tir bang ching nghién ciru trude day,
khi c6 dir liéu cho thay hoat tinh ctua enzyme CAT trong mau cao hon c6 y nghia
théng ké ¢ nhitng ngudi mang allele -262T so véi ddi chimg (nghién ciru trén ngudi
Thuy Dién) mang kiéu gen dong hop tir -262CC [169]. Bing chimg cho thiy bién
thé -262C>T lam thay d6i mic do phién ma cua CAT thong qua thay doi mdi két
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hop voi yeu to phién ma c6 thé 1a co ché an sau moi lién hé kiéu gen-ki€u hinh nay

[169].

Mot s6 phan tich vé hoat tinh ciia enzyme CAT cho thay c6 sy khic biét ddng
ké gitta nhém vo sinh so véi nhém dbi ching, ddng thoi hoat tinh enzyme nay ciing
giam 1 rét & mot s6 phan nhom trong nhém vo sinh nam so véi nhém dbi chirng

[167].

Véi vai tro quan trong cua tinh dich ddi véi chirc nang cua tinh trung, biéu
hién cua enzyme CAT trong tinh dich duoc bao cdo 1a c6 mdi twong quan duong
v6i kha nang di dong tién téi cua tinh trung [170]. Trong khudn kho ¢& mau cua
nghién ctru 1a 107 bénh-85 ddi ching, dit liéu tir phan tich théng ké khong phan
anh moi lién hé gifra bién thé -262C>T ctia gen CAT véi dic diém vo sinh va cac
thong s6 1am sang cua tinh trung. Tuong tu ching toi ciing khong xac dinh dugc
mbi lién hé giita da hinh gen CAT véi ddc diém stress oxy hod cua tinh trung. Tuy
vdy, kiéu gen di hop tir -262CT c6 ti 1& phan trim cao hon trong nhom bénh nhan,
nguoc lai kiéu gen ddng hop tir -262CC lai ¢6 xu hudng cao hon trong nhém déi
chimg. Trong 107 mau bénh nhan va 85 ddi chtng, chi c6 1 bénh nhan mang kiéu
gen d6ng hop tir dot bién -262TT. Do tan sé allele CAT -262T chi khoang 2-3% &
khu vuc chau A va chau Phi, xu hudng noi trén co thuc sy trai nguoc voi nhitng
cong bd trude dé trén ngudi chau Au va Ty A (tin sb allele -262T cua CAT >
20%) hay khong can dugce kiém ching lai v6i ¢& mau 16n hon. Pong thoi, nhitng
dit liéu khong théng nhét vé sy anh hudng cuia bién thé rs1001179 thudc gen CAT
dén tinh trang v6 sinh nam va chét luong tinh tring nén tiép tuc tién hanh khao sat

rong trén nhi€u quan thé ngudi khac nhau.

4.1.4. Da hinh gen NOS3

Cac bién thé di truyén cua gen NOS3 c6 thé lién quan dén bat thuong hinh
thai tinh trung [7, 22-24, 41]. Cac nghién ctru trudc day chi ra rang allele NOS3 -
786C c6 lién quan dén nguy co dbi véi cac thong sb tinh dich kém & nguoi Iran
[122] hoic lién quan dén mtc d6 phadn manh DNA cua tinh tring cao hon va lam

ting nguy co vo sinh & nam gidi Trung Qudc [171].
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Mic du tan sb cua allele NOS3 -786C trong nghién ciru nay 1a rat thap (chi
c6 ba bénh nhan mang allele nay), nhung két qua thu dwgc trong nghién ctru nay
phu hop voi két qua cia cac nghién ciru trude ddy [108, 172]. Dic biét, quan sat
trong nghién ctru niy cho thay tan sé kiéu gen di hop tir NOS3 -786 CT va allele -
786C & nhém bénh nhan cao hon so voi nhom déi chimg, cho thiy kiéu gen di hop
tir CT va allele C 1a yéu t6 ting nguy co vo sinh nam.

Phan tich mé hinh di truyén tréi ciing cho thay t6 hop kiéu gen CC va CT
lam ting nguy co vo sinh nam so vé6i td hop gen kiéu dai. Nguoc lai, kiéu gen dong
hop kiéu dot bién TT lai 1a yéu té bao vé gitip giam nguy co vo sinh & nam giéi.

V& mit co ché, NOS3 1a enzyme quan trong xuc tac cho qué trinh tong hop
nén NO, day 1a mot chit chdng oxy hoa qun trong vi chat nay giup giam su hinh
thanh ctia cac ion am superoxide. Nguyén nhan la do sy hién di¢n cua NO lam hoat
hoa sy biéu hién cua enzyme superoxide dismutase, ddy 1a enzyme chéng oxy hoa
xuc tac cho qué trinh chuyén d6i ion superoxide thanh H,O,. M6t phan dic tinh
chdng oxy hoa ctia NO ciing xuat phat tir kha ning diéu chinh ting biéu hién cua
heme-oxygenase-1 va feritin, tir d6 lam giam ndng do ion superoxide trong cac
mach méu. Tuy nhién, tinh trang du thira NO ciing 1a nguyén nhan gay nén tinh
trang stress oxy hod. Cu thé, néng dd NO ¢ muc do sinh 1y s€ bao vé cac mo khoi
sur ton thurong giy nén bai stress oxy hoa, trong khi d6 NO ¢ ndng do cao lai kich
hoat sy pha huy DNA cua tinh tring va qua trinh ty chét ciia cac té bao sinh duc
nam [173, 174]. Dua trén co ché nay, chung t6i gia dinh rang, su thay thé -786C>T
tai viing promoter ctia NOS3 1am giam biéu hién cta enzyme NOS3. Do d6 nhiing
nguoi mang allele kiéu dai -786C c6 su tich tu NO cao hon so vé&i nguoi co kiéu
gen dong hop tir -786TT, gdy mat can bing oxy hoa va 1a mot trong nhitng nguy co
gay nén tinh trang vo sinh.

Thuc té da quan sat thay cic ban phién ma caa NOS3 ¢ nhitng mau tinh tring
giam do¢ di dong, nguoc lai khong thé xac dinh dugc & hau hét cac mau tinh dich
ma tinh tring c6 d6 di dong tt [175]. Nhom bénh nhan vo sinh nam vo cin co tinh
trung kém di dong ciing cho thiy bang ching mutc do biéu hién cua NOS3 cao

[176]. Mic du nghién ctru nay xac dinh duge méi lién hé giira allele -786C va kiéu
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gen -786CT v&inguy co vo sinh nam, nhung da hinh nay ctia gen NOS3 lai khong
thé hién méi lién quan c6 ¥ nghia thong ké véi cac thong sb cua tinh trung, dic biét
1a mirc d6 di dong va murc do stress oxy hoa cuia cac mau tinh dich. Do d9, trong
nhirng nghién ctru tiép theo, mot van dé can lam rd 1a bién thé NOS3 -786C>T co
tac dong dén thong sé nao cua tinh trung & nhitng trudng hop vo sinh nam vé cin
va danh gia li¢u co6 sy khac biét gitra nhitng trudong hop chiu muc stress oxy hoa
cao-thap khac nhau hay khong. Ngoai ra, viéc kiém chirng anh hudng cua bién thé
-786C>T can duoc tién hanh trén mau tinh dich ciia nhitng ngudi mang bién thé
nay thong qua danh gia mirc do biéu hién cua NOS3.

Stress oxy hoa co thé gay nén vo sinh nam thong qua nhiéu co ché nhu: ton
thuong mang tinh trung (Iam gidm kha nang di dong va gidm kha nang thu tinh),
ton thuong DNA tinh tring (giam kha ning thy tinh, anh hudng tiéu cuc dén phat
trién phéi), ting cudng su thodi trién cia tinh trung. i c6 nhiéu bang chirg khoa
hoc cho thiy, stress oxy hoa 1a nguyén nhan pho bién nhat gay nén sy phan manh
ctia DNA tinh trung [177]. Pong thoi, mic do phian manh tinh trang cao di duoc
quan sat thay ¢ nhitng nam gidi vo sinh so voi ngudi khoe manh [178]. Ngoai ra,
da c6 nhitng bang chimg vé mbi lién hé giira tinh toan ven DNA tinh tring vdi cac
théng sé cua tinh trung, trong d6 mtc d6 phan manh DNA tinh tring c6 mbi lién
hé nghich véi ti 1€ séng cua tinh trung, mat do tinh trung va ti I¢ di dong tién toi
cua tinh trung [179, 180].

Mot giGi han trong nghién ciru ndy 13 mdi lién hé gitra cac bién thé di truyén
ctia cic gen nghién ctru v6i mot thong s quan trong cia tinh trung 1a mirc d6 phan
manh DNA chua duoc khao sat do han ché ciia phong thi nghiém. Mit khac khi doi
chiéu véi dit liéu vé mirc do stress oxy hoéa trong 90 bénh nhan v6 sinh nam thi lai
khéng c6 mbi lién hé nao giita cac bién thé di truyén ciing nhu t6 hop cac bién thé
gen voi stress oxy hoa cua tinh tring. Anh hudng cua mirc do stress oxy hoa dén
d6 phan manh cua tinh trung do d6 ciing chua c6 diéu kién dé khao sat trong nhom
bénh nhan tham gia nghién ctru. Nhu vdy day 13 mot ndi dung quan trong can trién
khai trong nhitng thiét ké nghién ctru sau nham 1am sang t6 mdi lién quan truc tiép
ctia nhirng bién thé di truyén dén chat luong tinh trung, ma dé c6 thé 1a yéu t6 anh

hudng dén strc khde sinh san cua nam gidi.
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4.2. Twong tac qua lai giita cAc nhém gen chéng oxy hoa trong méi lién quan

véi mire d§ stress oxy hoa va tinh trang vo sinh nam

SOD va CAT la nhitng enzyme quan trong dugc diéu chinh béi con dudng
truyén tin hiéu lién quan dén yéu t6 nhan erythroid 2/yéu t6 phan Gmg chdng oxy
héa (NFR2/ARE), tham gia vao qua trinh bao vé t& bao bang cach loai bo cac
superoxide. Hon nira, tuong tac qua lai gitta cac da hinh cua nhiing gen lién quan
dén chdng oxy hoa c6 thé anh huong dén vo sinh nam [181, 182].

V& su da hinh cta ba gen SOD1, SOD2 va CAT trong nghién ctru nay, sau
khi phan tich dir liéu don gen, phan tich theo hudng két hop nhitng t6 hop kiéu gen
c6 xu huéng giy vo sinh nam ciing da thu dugc mot sb két qua nhat dinh. Chung
t6i nhan thdy rang bénh nhan mang ca hai kiéu gen SODI: 7958 GA va SOD2:
¢.47TC, bénh nhan cé kiéu gen SODI: 7958GA x CAT: -262 CT, va nhitng bénh
nhén c6 kiéu gen SODI: 7958GA/AA x CAT: -262CT/TT déu ting nguy co vo sinh
nam. Pic biét, t6 hop gen SODI: 7958GA/AA, SOD2: ¢c.4T7TC/CC va CAT: -
262CT/TT ¢ nguy co vo sinh cao hon gan 8 1an so véi ngudi mang to hop gen kiéu
dai. Pang chu ¥, t6 hop kiéu gen di hop tir ctia ca ba gen SODI, SOD2, CAT 1a
GAXTCxCT c6 nguy co vo sinh cao nhat trong s cac to hop gen da khao sat (OR
= 8,819).

Mot diéu dang luu y trong phan tich nay d6 1a khi két hop danh gia td hop
cac kiéu gen nguy co, dit 1iéu thu duoc s& mang ddu an ca thé va co y nghia du doan
cao hon khi danh gid riéng 1é tirng bién thé di truyén.

Thuc té trong nghién ctru nay, khi két hop cac té hop gen nguy co cia cac
gen ma hoa cho cic enzyme nam trong mot con dudng tin hiéu bao gom SODI,
SOD2 va CAT cho thay két qua nguy co vo sinh ctia cac t6 hop gen déu ting 1én so
v6i khi danh gia don gen. Trong khudn khé khao sat trén ¢& mau thu duoc (107
bénh va 85 d6i chitng), bién thé rs1001179 ctia gen CAT khong thé hién mdi lién
hé nao voi tinh trang v6 sinh, dic diém 1am sang cua tinh tring ciing nhu mutc do
stress oxy hoa ciia cic mau tinh dich. Nhung khi két hop véi cac to hop gen SODI,

SOD2 hoic ca hai td hop gen nay thi d3 xac dinh dugc nguy co vo sinh nam, thim
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chi nguy co vo sinh con cao hon khi so vé&i cac kiéu gen di hop tir riéng 1& cua
SOD1 va SOD?2 da dugc xac dinh trude do.

Nhu vay, két qua trén dua ra goi y quan trong cho nhitng hinh thirc tu van di
truyén lién quan dén cac gen chdng oxy hoa trong cac trudng hop vo sinh nam
khéng rd nguyén nhan. Trong diéu kién cho phép, nhitng yéu t6 di truyén lién quan
dén v6 sinh nam v6 cin can dugc danh gia mot cach tong thé vi yéu té di truyén

nguy co & mdi ngudi bénh cé thé khong hoan toan twong ty nhau.

4.3. Tam quan trong cia dau an phan tir lién quan dén stress oxy hoa/vo sinh

nam va phwong huéng ap dung trong diéu tri vé sinh nam v cin

Ngay nay, ty 1& vo sinh khong r& nguyén nhan van con nhiéu, viéc diéu tri
v6 sinh va vo sinh nam hiéu qua van chua cao. Trong xu huéng ca thé hoa dé tang
cuong hiéu qua diéu tri, giam cac tac dung phu, tac dong khong mong mudn cua
diéu tri thi viéc tim hiéu rd nguyén nhéan vé sinh noéi chung, vo sinh nam néi riéng
1a rat can thiét [166, 154, 181].

MAit can bang hé thong chdng oxy c6 lién quan dén vé sinh va mét sb cac
bénh khac (cha yéu 1a cac bénh mén tinh va ung thu) do nhiéu co ché khac nhau
nén viéc tim rd c6 ché bénh sé& gitp cho viéc diéu tri hiéu qua hon, dac hiéu hon
[67, 69, 166].

Ciing giéng nhu cac bénh nhiém tring, nguoi ta ¢ thé ding khang sinh dé
diéu trj. Vay tai sao phai tao ra 1dm loai khang sinh dén thé. Cau tra 161 1a mdi loai
vi khudn c6 dic diém khac nhau, cé cdu trac di truyén khac nhau nén cé thé dé
khang khac nhau véi cac loai khang sinh nén can c6 nhiéu loai khang sinh dé co thé
diéu tri dic hiéu cho tirng loai bénh nhiém trung. Cac ching tdc ngudi khac nhau
cling co6 cac dac diém bénh tat khac nhau vi du & M7 cac bénh di ing rat nhiéu nén
thubc chdng di ung 1a thudc duge stir dung rat nhiéu & day trong khi Viét Nam lai
rat it sir dung.

Lién quan dén y nghia cia viéc xac dinh cdc da hinh gen chéng oxy hoa,
nhiéu tac gia cho rang viéc xac dinh cac da hinh gen chdng oxy hoa vira 1a dé xac

dinh nguyén nhan giy v6 sinh nam, né cling giup cho viéc dicu tri dac hi¢u hon. Vi
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du c6 da hinh & gen CAT gy giam hoat ddng ctia protein chong oxy hoa twong (g
thi c6 thé diéu tri dic hiéu bang catalase extreme, da hinh gy giam hoat dong cua

gen GSTP thi dung glutathione sé& tt hon... [90, 94, 169].

Viéc xac dinh cac da hinh gen chdng oxy hoéa khong nhiing dé xac dinh
nguyén nhan gay vo sinh nam gitip c4 thé hoa viéc diéu tri, né con 1a co sé dé cac
nha dugc hoc san xut thém cac ché phim (vi du cac enzyme tham gia vao qué trinh
chdng oxy hoa) dung cho diéu tri vo sinh va mot sd bénh c6 lién quan dén mat can
bing hé théng oxy hoa va chdng oxy nhu bénh ung thu va mot sé bénh méan tinh

nhu bénh tim mach... [66, 72, 73, 191, 192].

Hién tai ¢4 c6 mot s6 thude dugc phat trién dé thay thé, khic phuc tinh trang
thiéu hut hodc giam chic ning ciia mot sé enzyme chéng oxy hoéa nhu CoQ10,
catalase, glutathione... [90, 102, 169]. Tuy nhién vi¢c phat hi¢n thém cac da hinh
lién quan dén giam chirc ning cua cac emzyme chdng oxy hoa khac duwoc phat hién
s& 1a co s tbt cho cac nha duoc hoc phat trién thém cac thude cho diéu tri tinh trang
stress oxy giup cho qua trinh diéu tri dac hiéu hon, hiéu qua hon.

Hy vong cac so liéu cua cac nghién ctru da hinh gen chuyén héa chéng oxy
va cac test oxy hoa s& gbp phan 1a co s cho viée diéu tri ca thé héa cho vo sinh,
gitup cho viéc diéu tri vo sinh hiéu qua hon, dic hiéu hon. Nghién ctru nay cua
chung t6i hy vong ciing gop phan tim rd nguyén nhan vo sinh nam dic biét & cac
dbi twong chua x4c dinh duwgc nguyén nhan vo sinh gitp cho viéc diéu tri vo sinh &

Viét Nam t6t hon, dic hiéu hon.

Stress oxy hoa la mot trong nhitng nguyén nhan chinh giy nén tinh trang vo
sinh nam, khdi ngudn tir sy hinh thanh cac ROS va kha ning chdng oxy hoa cua
tinh tring giam, tir 46 anh huong xau dén chét luong tinh tring. Theo théng ké ciia
WHO, Viét Nam 14 mot trong nhitng qudc gia ¢ ty 1& vo sinh cao trén thé gidi va
50% s6 ca bénh nam & do tudi dudi 30, ti 1é v6 sinh nam ciing ngdy cang tré hoa.
Con s6 nay théng ké toan cau cia WHO ciing dang ting 1én. Nhu vdy cé thé thay
tam quan trong trong nhitng phat hién vé mdi lién quan giira da hinh cac gen tham
gia vao con dudng chdng oxy hoa voi dic diém vo sinh. Nhitng dir liéu thu duoc tir

cac quan thé ngudi déu quy bau, mot mit bd sung nhitng théng tin quan trong trong
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mang luoi chéng oxy hoa cua co thé, mit khac tao co s& khoa hoc cho viéc sang
loc, danh gia nguy co vo6 sinh trong lam sang.

Trong thu thai ty nhién, chat luong tinh trung c6 lién quan chat ché dén ti 16
mang thai thanh cong, qua d6 c6 thé thay néu cai thién chirc ning va strc song cua
tinh tring bang cach bd sung cac chat chong oxy hoa (néu nguyén nhan vé sinh ¢6
lién quan dén mat can bang chdng oxy hoa) s& tao hiéu qua tich cuc trong thy tinh
thanh cong. Tuy nhién hién nay, chi c6 mot s it cac nghién ctru ngau nhién c6 d6i
chimg di chimg minh mdi 1ién hé nay. Téng két mdi nhit cua thu vién Cochrane
trén cac nghién ciru c6 chét lugng t6t da két luan rang viéc bo sung cac chat chong
oxy hod & cac bénh nhan nam vo sinh da lam tdng ti 1€ sinh con tir 12% lén 14-26%
(tang tir 1,2-2,1 1an). Mot phén tich tong hop twong tu bao gém 11 nghién ctru vé
dir liéu mang thai ty nhién cho thay két hop cac chat chdng oxy hod giup tang ti 1&
mang thai tir 7% 18n 12-26% (ting tir 1,7-3,7 1an) [183].

ROS ¢ vai tro sinh 1y trong hoat dong binh thuong cua tinh tring, nhung cé thé
gdy doc cho tinh tring néu ¢ ndng do cao. Kha ning tu phuc hoi cta tinh tring dbi véi
cac tén thuong cua stress oxy hod 1a rat thip. Cac chit chdng oxy hod, gdm c6 vitamin
C, vitamin E, ké€m, selenium, acid folic, carnitine, astaxan-thin, n-acetyl cysteine..., c6
thé tac dong lam sach va loai trir tic dong ciia ROS thong qua viéc e ché su hinh
thanh va ddi khang véi cac tac dong ctia ROS. Do dé, viéc sir dung cac chat chéng oxy
hoéa trong diéu tri nham lam giam cia stress oxy hod 1én tinh tring, qua d6 phuc hoi
chtrc ning cua tinh tring duoc nghién ctru rat nhiéu trong nhitng nim qua.

Mot s6 da hinh gen chuyén hoa xenobiotic c6 thé gay ting nguy co dit gdy DNA
cua tinh trung, lam tang kha nang va mac dg vo sinh. Viéc xét nghiém da hinh gen
chuyén hoa xenobiotic 12 can thiét gop phan x4c dinh nguyén nhan vé sinh nam nguyén
phat, xac dinh muc do dit giy DNA cua tinh tring. Pay 13 xét nghiém can thiét gop
phﬁn xac dinh muc dd vo sinh, dinh hudng cho diéu tri va theo doi qué trinh diéu tri
[181].

Can thiép hd tro sinh san (Assisted reproductive technique-ART) 1a mot lya
chon hd trg diéu tri cho cac cap vo chéng duoc xéac dinh 14 vo sinh va tinh kha dung

ctia cac phuong phap ART di lién tuc ting 1én voi toe do tir 2,4-18,3% mdi nam &
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chau Au, Uc va New Zealand trong giai doan 2012-2016 [184]. C6 khoang 1,3 triéu
chu trinh ART trong nim 2016 & cac nudc nay. Mic du di c6 c6 rat nhiéu tién bod
trong nhitng nam qua, ti 1& thanh cong ctia ART van chua dat dugc nhu mong doi
trong mot s truong hop va can cé nhing sy cai tién xa hon [185]. Stress oxy héa
1a mot yéu td cé anh hudng quan trong dén hiéu qua cua cac phuong phap ART.
Trong diéu kién thuc hién ART, céc té bao tring va tinh tring di khong con ¢ trong
moi truong tu nhién va tréd nén nhay cdm hon véi sy c6 mat cua cac ROS, do lac
nay hang rao chéng oxy hoa dd mat di phan nao. Dong thoi, tinh tring von rat nhay
cam véi stress oxy hoa do chira thanh phén 16n 13 cac acid béo omega 3 chua bio
hoa trén mang té bao va nhirng han ché trong hang rao chdng oxy héa trong té bao
chét.

O tinh tring, cac phan Gng oxy hoa khir lipid gay nén bdi stress oxy hoa dan
t6i pha huy mang ti thé va mat chtc ning cua ti thé, 1am giam luong adenosine
triphosphate dugc san sinh. Bén canh do, oxy hoa khtr lipid lam giam d¢ linh dong
cua mang tinh trung, tur do6 can thi¢p vao phan ung acrosome va sy dung hop gitia
trang-tinh trung. Ngoai ra, lugng ROS ¢ muc do bénh 1y cling 1a nguyén nhan gay
nén sy phan manh DNA cua tinh tring. Ba phan tich tong hop da bio cao mbi lién
hé gitra sy tang mirc d0 phan manh tinh trung véi viée giam ti 1€ mang thai sau khi
st dung cac phuong phép ti€m tinh truing vao tir cung (intrauterine insemination-
IUI) [186] va thuy tinh nhan tao (in vitro fertilization-IVF) [187-189].

Mirc d6 phan méanh cta tinh tring cao ciing c6 lién quan t&i giam chat lugng
phoi [187], tang ti 1€ say thai [187, 190] sau khi can thiép IVF va ICSI.

Trong moi truong phong thi nghiém duoc thiét 1ap dé thuc hién cac phuong
phap ART, mot s6 yéu td co thé gop phan gay nén ting san sinh cac ROS c6 thé bat
ngudn tir phoi hodc nhirng yéu td ngoai sinh nhu lwong O trong khong khi, nhiét
do, d6 Am, cac vat dung thiét bi st dung, chét lugng moi trudng nuodi céy phoi. Mat
khac, ROS ciing c6 thé duogc tao thanh trong qua trinh rd déng cac dng bao quan
phdi dong lanh. Tat ca nhitng yéu td noéi trén déu co thé anh hudng dén bat ky giai
doan nao trong cac can thiép ART, tir qua trinh chuin bi giao tr (tinh trang/tring),

thu tinh cho t61 sy hinh thanh phoi va giai doan phoi nang (Blastocyst). Boi vay,
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chién lugc nham lam giam stress oxy hoa thuong hudng dén han ché san sinh cac
ROS hoic ting cudng kha niang chdng oxy hoa, tir d6 hd tro kiém soat mét can bang
oxy hoa trong ART. Cu thé, b6 sung chat chdng oxy hoa trong méi trudng in vitro
va moi truong trir dong da cho thdy mot sé két qua dang khich 1& vé hiéu qua can
thiép.

Dé6i voi UL mot thir nghiém ngiu nhién mu d6i tir 9 trung tim tai M¥ cong
bd nam 2020 cho thiy viéc sir dung cac chat chdng oxy hoa bao gdm cac vitamin
C, E, selenium, k&m, acid folic va lycopene khong c6 anh hudng thuc su dén chét
lugng tinh trung, ti 1¢ mang thai va ti 1¢ tré sinh thanh cong [191]. Tuy nhién han
ché cua nghién ctru nay 1a lwong bénh nhan tham gia khong nhiéu. Dbi voi
IVF/ICS], cac thir nghiém ngiu nhién c6 d6i chimg gip phai su kiém soat chit ché
hon trong linh vuc ndy, do d6 chi mét sb it nghién ciru phan tich tic dong ciia chat
chdng oxy hoa dbi voi ti 16 mang thai thanh céng sau khi can thiép IVF hodc ICSI
v6i c& mau nhd.

Mot nghién cuu tién ctru ngau nhién co6 ddi chung, mu déi duoc thuc hién
tai Uc trén 60 bénh nhan (tir nim 2004 d¢én nam 2006) da bao cao viéc sir dung két
hop cac chét chéng oxy hod c6 chira lycopene, vitamin E va C, kém, folate hang
ngay trong vong 3 thang trudc khi thyc hién IVF/ICSI di cho két qua ti 1¢ mang
thai va lam t6 thanh cong tang 1én so vi nhom khéng sir dung chat chéng oxy hoa
[192].

Mot nghién ctru khong c6 ddi ching trén nhitng cip doi ngudi Israel cho
thay viéc sir dung vitamin E trong 1-3 thang d3 ting ti 1& thu tinh thanh cong nho
IVF [193]. Hon nita, nghién ctru khong dbi chimg trén 38 bénh nhan ngudi Y ¢
tién st thuc hién ICSI that bai va mtrc d6 phan manh tinh tring cao di béo cdo viéc
bd sung vitamin C va E bing dudng ubng trong hai thang trude 1an thuc hién ICSI
tiép theo di cai thién ti 1¢ mang thai va lam t6 so véi lan thyc hién ICSI dau tién
[194].

Trir dong tinh trung 1a mot quy trinh thong thuong va dong vai troé quan trong
trong cac phong thi nghiém thuc hién ART. Tuy nhién, tinh dich khi trai qua qua

trinh Iam dong lanh va ra dong tr¢ lai s€ gap phai mot sb yéu t nhu nhiét do, su
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hinh thanh cac tinh thé bang va sy xuét hién ctia cac ROS vén déu c6 thé gy ton
thuong tinh trang. Nhitng thwong tén do lam lanh bao gdm mét tinh toan ven cua
mang tinh trung, anh hudng téi chuyén dong va ting nguy co phan manh DNA
[195, 196]. Lién quan dén khia canh niy, b6 sung cic chat chéng oxy hoéa nhu
vitamin C va E, SOD, CAT, glutathione, melatonin, ergothioneine va mot sd tinh
chét thao moc ty nhién vao dng trir dong tinh tring da cho thay ting chét luong tinh
trung va tham chi céi thién du lugng ROS sau qué trinh ra dong [197, 198].

Mot phén tich tdng hop cho thiy b sung cic vitamin trong méi trudng trix
dong gitp tang d6 di dong 4,6% (p = 0,0001), kha ning sdng ting 5,71% (p =
0,0001) va cai thién tinh toan ven cia DNA 10,2% (p = 0,0001) cuta tinh trung sau
khi 3 dong [199]. Mic du nghién ctru nay khong khang dinh duogc loai/liéu luong
vitamin can thiét nhung két luan dwa ra rat rd rang vé loi ich cua viéc két hop céc
vitamin trong moi trudng trit dong tinh trung.

Nhu vy viéc truy tim nhirng ddu 4n phan tir trong nhém gen chéng oxy hoa
giup bd sung dit liéu trong quan thé va tir d6 c6 thé goi y diéu tri hiém muon theo
huéng str dung chat chéng oxy héa khi mang thai ty nhién ciing nhu trong qua trinh
can thiép hd trg sinh san cho nhitng ddi twgng mang kiéu gen nguy co. Tuy nhién
cho t6i nay, bang chting vé méi lién hé truc tiép giita da hinh nhém gen chéng oxy
héa véi hiéu qua can thiép ART nhu ti 1& mang thai thanh cong, ti 1& sinh van con
rat han ché.

Khao sat vé ti 1¢ mang thai thanh céng khi can thiép IVF trén ngudi Tay Ban
Nha cho thiy nhitng phu nit mang kiéu gen dot bién SOD2 ¢.47CC (Ala/Ala) c6 ti
1¢ mang thai cao hon so v&i nhitng ngudi mang kiéu gen di hop tir ¢.47TC (Val/Ala)
va dong hop tir kiéu dai TT (Val/Val) [107]. Quan sat nay dwoc Iy gidi rang ¢ nhiing
ca thé mang kiéu gen SOD2 ¢.47CC thi trong qua trinh thu tinh cac té bao trimg cd
xu hudng duge bao vé hi¢u qua hon khoi tac dong ti€u cuc cuia qua trinh oxy hoa
gay ra bdi cac ROS.

Mot diéu dang ghi nhan d6 1a c6 su khéac biét giira cac quan thé ngudi trong
hiéu qua can thiép hd tro sinh san bang IVF/ICSI di duogc bao cdo. Cu thé, vai

nhitng phu nir chau A, day 1a khu vuc ma kiéu gen ddéng hop tir dot bién SOD2
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16Val/Val chiém uu thé hon, ti 1¢ mang thai thanh cong khi can thiép IVF 1a thip
hon so véi ngudi da tring [200]. Py 1a nhirng dit liéu quy gi4 thé hién vai tro cua
hang rao chdng oxy hoa cua co thé, nhat 1a tai ti thé 1a yéu td quan trong ddi véi
khéa nang thanh cong khi can thiép IVF. Tuy nhién, nhiing quan st cta hai nghién
ctru nay duong nhu khong phu hop véi gia thiét trude ddy vé anh hudng cia bién
dbi rs4880 thudc gen SOD2, trong d6 sy thay thé Valine thanh Alanine tai vi tri
amino acid 16 1am bién ddi cdu hinh cua SOD2 va tir d6 tac dong x4u dén chirc
nang cua SOD2. Hién tai, ngoai SOD2, chua c6 dir liéu vé anh huong cua da hinh
céc gen chong oxy héa khac 1én hiéu qua 1am sang khi can thiép ART.

Nhiing bang chimg tich lily bsi nhiéu nhém nghién cttu trén nhiéu quan thé
da cho thiy méi lién hé giita cac bién thé thudc nhom gen chdng oxy hoa véi tinh
trang vo sinh nam, chat luong tinh trung, stress oxy héa. Viéc bd sung thong tin vé
dit liéu da dang di truyén nhom gen quan trong nay kém theo ti 1¢ thanh coéng cua
cac ca ART sé& 1a nhitng co so khoa hoc quan trong dé tir d6 st dung cac ddu an
phan tir lam mot phan cin cir trong cong tac hd trg sinh san.

Trong twong lai, can c6 thém nhitng nghién ciru thuan tap 16n cung véi két
hop nghién ciru nhidu quan thé ngudi tir da trung tdm nham tiép tuc kham pha nhiing
bién thé gen cia nhom gen chéng oxy hda 1a nguy co tiém an ctia vo sinh ¢ nam
gi6i. Dong thoi nhitng nghién ctru mo rong nay 1a tién dé cung cap nhirng dau 4n
di truyén gép phan quan trong trong danh gid muc d6 rii ro vé van dé sinh san cila
nam gidi cling nhu phuong phap can thiép/hd tro c6 hiéu qua nhét d6i véi gia dinh
ngudi bénh nhim nang cao chit luvgng cude sdng tot nhat cho cac cip vo chong

hiém muon.

4.4. Nhirng giéi han trong sang loc da hinh gen chéng oxy héa lién quan téi v
sinh nam vé cin va xu hwéng khic phuc

Trong vong hon hai thip ky qua, rat nhiéu nghién ctru da chirng minh chirc

nang cua mot sb bién thé di truyén thudc cac gen CAT, GPX, GST, NOS, NRF2 va

SOD c¢6 lién quan dén vo sinh nam. Tinh trang v sinh nam tir trung binh dén
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nghiém trong ciing dd dugc quan sat thiy & cac moé hinh dong vat khi loai bo cac
gen Nrf2, Sod, Gpx.

Bén canh nhitng bién thé gen chinh thudc nhoém gen chdng oxy hoa ké trén
thi nhirng bién doi di truyén ngoai gen ciing c6 thé 1a nguyén nhan tac dong dén su
thay doi hoat tinh chdng oxy hoa thong qua diéu hoa biéu hién gen cip do phién
ma. Mot vi du 1a SLC2243-mdt gen chéng oxy hda mdi cho thiy giam biéu hién
gen nay c6 tac dong dén sy ton thuong DNA do stress nhiét gdy nén, hinh thanh
cac 6 y-H2AX trong cac té bao biéu mo thuc quan. DA c6 bang ching chi ra rang
methyl héa ving promoter ctia gen SLC2243 1am giam diéu hoa biéu hién gen, tir
do tang nguy co ung thu thuc quan [201]. Con duong tin hiéu NRF2/KEAP1 dong
vai tro 1a hang rao bao vé té bao trong cac dicu kién stress oxy hoa-yéu td lién quan
dén sy hinh thanh cua cac khédi u [202, 203].

Nhitng co ché bién d6i di truyén ngoai gen diéu hoa con duong tin hiéu
NRF2/KEAPI trong diéu kién stress oxy hoa bao gdm methyl héa DNA, acetyl hoa
protein histone va cic ncRNA. Viéc nham dich dén diéu chinh nhirng bién d6i ngoai
gen ciia NRF2/KEAPI1 dugc dé xuat nhu 1a mot liéu phap htra hen trong diéu tri
ung thu [204].

Trong linh vyc v6 sinh nam, hién nay chwa c6 nghién ctru tong thé nao duoc
tién hanh dé danh gia tac dong cua yéu tb di truyén ngoai gen 1én biéu hién cia
nhém gen chéng oxy hoa. Day s& 1a hudng tiép cin quan trong trong tuong lai,
nham dao sau thong tin va khai thac toan dién bo dir lidu vé hé gen chiu trach nhiém
chdng oxy hoa va co ché lién quan dén v6 sinh nam néi riéng ciing nhu co ché gay
nén nhiéu bénh tat khac.

Trong giai doan hién nay, NGS da va dang duogc ting dung rong rai trong
nghién ctru sang loc nhiéu bénh tat di truyén phirc tap nho kha ning cung cip bod
dit liéu 16n vé hé gen ngudi. Vi tién dé nhu vay, chiing ta hy vong s& mé rong cc
k¥ ning twong tu trong chan doan phan tir trén nhom céac gen chiu trach nhiém cho
cac con duong bao vé co thé khoi stress oxy hoa. Thue té, bién doi trong vai traim
gen déu co thé 1a nguy co din téi vo sinh va mdi ca thé trong quan thé chung c

kha ning chi chiu tac dong boi mot s gen/td hop gen nhat dinh.
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Phan tich toan bo h¢ gen ma héa dugc du doan sé 1a cach tiép can kha thi do
chi phi phu hop, do tin cdy cao véi luong dir liéu 16n vé toan bd cac viung ma hoa
dac biét bao gém ca cac bién thé méi. Vi muac do phuc tap vé tinh trang vO sinh
nam va nhém da dang cac gen chéng oxy héa, day 1a hudng sang loc nén can nhic
dbi voi con chau cua cac gia dinh co tién st hiém mudn.

GWAS 1a cach tiép can hitu dung trén co sé 2 nhéom bénh/chimg véi xu
huéng tim kiém gen ung vién, bién thé gen tiém ning déng vai tro nguy co clia mot
tinh trang/bénh cu thé. Nhu da dé cap 6 nhitng ndi dung trudce, hién nay GWAS da
phat hiéu nhiéu locus gen mdi 1a yéu td nguy co cua vo tinh khong do tic nghén
éng din tinh nhu PRMT6, PEX10, SOX5, GEK, CHD2, GNAOI, BCL2 [135, 136,
205]. Pic biét, gin day, nghién cttu GWAS trén nguoi Hy Lap (92 d6i chung va
100 bénh nhan nam vo tinh hodc tinh tring bat thudng vé van dong va hinh thai)
da phat hién 6 IncRNA bao géom LINCO02231, LINC02134, NCRNA00157,
LINC02493 va Lnc-CASK-1 c6 nguy vo gay vo sinh nam thong qua tuong tac véi
cac miRNA [206].

Hé thong chdng oxy hoa cua co thé c6 vai tro phdi hop phire tap dé thyc hién
chirc ning, do d6 viéc khao sat cac bién thé gen riéng r& khong c6 y nghia thuyét
phuc vi mot gen don 1¢ khong chan chin mang tinh quyét dinh t6i kiéu hinh. Can
tién hanh nghién ctru GWAS tép trung vao cic gen nim trong cac con dudng tin
hiéu bao vé co thé khoi stress oxy hoa.

Viéc phat hién cac bién thé gen chong oxy hoa con 1 co s tot dé cac nha
san xuét thudc tao ra cac thudc méi, giup diéu tri hiéu qua cho nhitng bénh nhéin
thiéu hut enzyme tuong tng, nhu: thudc catalase diéu tri khi thiéu enzyme catalase;
hay glutathion diéu tri cho tinh trang c6 dot bién gen GSTT, GSFP....

Viéc phat hién cac da hinh gen chdng oxy hoa va mutrc d6 oxy hoa trong tinh
dich cta nhitng ngudi vo sinh 1a nam & Viét Nam ciing 13 co sd goi y hudng diéu

tri v sinh & nudc ta hi¢u qua hon.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luan

1. B3 xac dinh dugc muc do stress oxy hoa cuia cac mau tinh dich cta 90
nam gidi thiéu tinh nang: c6 21/90 (23,3%) mau cé mirc do stress oxy hoa cao va
86/90 (76,7%) mau c6 muc do stress oxy hoa thap. Muc do stress oxy hod cao c6
mbi 1ién hé vé6i giam téng sb tinh trung trong tinh dich & nhém bénh nhan vo sinh
nam nhung doc 14p véi cac thong sb khac vé cdu trac va chat luong tinh trung.

2. i xac dinh duoc tan sb kiéu gen, tin s allele ctia cac bién thé thudc 4
gen mi héa enzyme chéng oxy hoa SODI 7958G>A, SOD2 c.ATT>C, CAT -
262C>T va NOS3 -786C>T trong nhoém bénh nhan bi v6 sinh nam va doi chiing.
Trong d6, kiéu gen SODI 7958GA va NOS3 -786CT & nhom vo sinh nam cao hon
so voi nhom chung lan luot véi OR = 2,191 (CI95%: 1,226-3,915, p = 0,004) va
OR =3,135 (C195%: 1,591-6,180, p <0,001). Tan suét cua kiéu gen SOD2 ¢.47TC
& nhom vo sinh nam cao hon so véi nhém ddi chung (OR = 1,941, CI 95%: 1,063—
3,595, p = 0,029).

3. X4c dinh dugc mbi lién hé giita da hinh cac gen ma hoa enzyme chéng
oxy hod ddi véi tinh trang vo sinh nam nguyén phat va mirc do stress oxy hoa cua
cac mau tinh dich, cu thé nhu sau:

- Yéu t6 nguy co gdy vo sinh nam bao gdm cac bién thé gen SODI

7958G>A (kiéu gen GA), SOD2 ¢c.47T>C (kiéu gen TC va allele C),
NOS3 -786C>T (kiéu gen CT, allele C).

- Yéu té déng vai tro bao vé khoi nguy co gy vo sinh nam bao gdém cac

bién thé SOD2 7958G>A (kiéu gen TT) va NOS3 -786C>T (kiéu gen TT).

- Pi xac dinh duoc mdi lién hé cua cac to hop gen SODI7958G>A va

SOD2 c.47T>C, SOD1 7958G>A va CAT -262C>T, SOD2 c.47T>C va
CAT -262C>T, va td hop mang tat ca ba bién thé noi trén 1a yéu t6 ting

nguy co vo sinh nam & Viét Nam.
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Kién nghi

1. Can tiép tuc trién khai nhitng nghién ctru trén quy mé mau 16n va bd sung
thém thong tin vé mot s6 nhom da hinh gen chdng oxy héa chwa dugc khao sat &
ngudi Viét Nam. Pong thoi, méi lién hé giita yéu t6 di truyén véi mic d6 phan
manh tinh tring trén bénh nhan v sinh ciing can duoc quan tim nghién ctu.

2. Co ché anh huéng dén nguy co v6 sinh nam ctia bién thé SODI: 7958G>A
c6 thé lién quan dén sy thay d6i chirc ning ciia enzyme SOD1 va can duoc 1am 1o

trong nhitng mod hinh nghién ctru chirc nang phu hop.
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PHU LUC

Phu luc 1: MAu phiéu thu thap théong tin sir dung trong nghién ciru

PHIEU THU THAP THONG TIN NGHIEN CUU

TRUONG PAI HOC Y HA NOI ID :
BO MON Y SINH HQC - DI TRUYEN  Ngiay  thang niam 20

BENH AN
Chong
Hovatén:............oooiiiiiii, Tuoi:........... Nghé nghiép:.................
DA .
Nam Ket hon:.......ovvvieieinieeniiniii, DTi,
Tiép xtic phong xa, hoa chat (néu c6 ghi rd 10ai):........cooevviiiiiiiieeiinn..,
Bi thuong ¢ bo phan sinh duc: ...
Bl DN, .o e
Thubc 14: ............... diéu/ngay. Thudc lao: ............... diéu/ngay.
Bia: ...... cbe/lan,. .. ... 1an/tuan. Ruou: ......... chén/lan,.....1an/tuén.
Lan xuat tinh gan nhét:......... S6 1an giao hop/tudn:..................
Coé mong, di tinh: ................... lén/théng
Vo
Hovatén: ...........oooiiiiiiiiis. Tudi: ......... Nghé nghiép:............
Cé6 kinh nam ......... tudi. Chu ki:......... ngay. Péu/Khong déu.
PARA: <o (con dau khi ...... tudi)



133

Truong Dai Hoc Y HANGI  WR'T NGHIEM TINH DICH

BM Y sinh hoc-Di truyén

(Phong 201A nha A3) (Bz"lng may CASA)

Ho tén bénh nhan:

Chan doan 1am sang:

Két quda xét nghiém

D0 di dong cua tinh trung (%)
, Matdo |, £ an n 2o
Thé Tongso| Tile | | Khong Tocdodidong
. pH tinh : £ Tién toi (=32%) | ., . o
tich tinh | song tien to1 | ko trung binh cua
(7,2- trung . ong
>1,5 9 | o5 mung o> e di tinhtring
ml) - (triéu) | 58%) . | Tiéntoi b G
triéu/ml) “ | Cham il I
Nhanh '
Hinh thai tinh trung ,
Té bao khac
Binh B Hoa Mau | DO nhot
. Khong binh thuong (%) (<1 triéu/ml) \ 2
thuong long sac
N X . Bao
>4 %) | Pau | Co | buoi
tuong

Khac:

Ha Noi, ngay thang nam 201 ...

Ngudi doc két qua:

BENH VIEN DAI HOC Y HA NOI

PHONG DI TRUYEN PHAN TU
B6 mén Y sinh hoc — Di truyén

Dept. of Molecular Genetics
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Dia chi: S6 1 Tén That Tung, Déng ba, Ha No6i

PHIEU KET QUA ROS
S6 phiéu:
I. THONG TIN MAU
Tén bénh nhan: Tudi: Gioi:
bia chi:
Chan doan:
Xét nghiém: Kiém tra mirc dd stress oxy héa trong tinh dich (ROS
test)
Ngay lam xét nghiém:

II. KET QUA

Muc do stress oxy hoa

III. KET LUAN

Ha Nogi,ngay thang nam 201...

Bic si tra 10i két qua

Ghi chii: Mivc d6 I: Stress oxy héa thdp
Mikc dé II: Stress oxy héa trung binh thdp
Muec do IlI: Stress oxy hoa trung binh

Murc do 1V: Stress oxy hoa cao
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Phu luc 2. Thong s6 1Am sang ciia cac méu tinh dich thu tir cic miu nghién

ciru
. aeR Bénh nhan Poi chirng p
D .

ac diem (N=107) (N=85) OR (95% CI)
Thé tich (mL/TB+ SD) 2,88 + 1,55 3,15+ 1,37 0,213
Mat d6 (108/mL/TB+
SD) 53,17 + 42,77 100,84 + 56,51 2,2x10°10b
Tong s6 (105/ TB+ SD) 150,35 + 126,85 273,73 + 192,47 6,8x107"
Séng (%/TB+ SD) 81,25 + 5,09 87,02 +2,72 2x10716b
Di chuyén
(% tién t6i/ TB+ SD) 30,41 + 7,06 47,19 + 5,32 2x10716P
Hinh thai
(% binh thudng/TB+ SD) 7,46 + 3,69 11,59 + 3,09 8,1x10-13"

Chii thich: SD: N: s6 mau nghién ciru, Standard deviation-Sai s chuan, TB: gia tri trung
binh.

Phu luc 2: Danh sich miu tham gia nghién ciru va ndng d DNA tong s
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STT | miu | ogiay | ™7 | min | g | ST | miu | (o)
1 MI 01 | 15,3 37 | MI 37 |29.6 73 |MI 73 | 18,5
2 |MLO02 |185 38 | MI 38 |22.3 74 |MI 74 |232
3 |MIO03 |164 39 |MI 39 |19.4 75 | MI 75 | 18,9
4  |MIO04 |225 40 | MI 40 | 49,3 76 | MI 76 | 25,9
5 |MIO05 |12,0 41 | MI 41 |39,5 77 |MI 77 | 205
6 |MIO6 |12,1 42 |MIL 42 |324 78 |MI 78 |51.2
7 |MIO7 |294 43 | MI 43 |52 79 | MI 79 |20,7
8 |MIO08 |11,7 44 | MI 44 |35,7 80 | MI 80 | 51,2
9 |MIL09 |132 45 | MI 45 |38,7 81 | MI 81 |33,6
10 |MI 10 |142 46 | MI 46 |20,9 82 | MI 82 | 68,6
11 |MI11 |142 47 | MI 47 |29,8 83 | MI 83 |26,8
12 |MI12 |11,3 48 | MI 48 |30,7 84 | MI 84 | 18,3
13 |MI 13 29,0 49 | MI 49 |35,5 85 | MI 85 |30,9
14 |MI 14 |257 50 |MI 50 | 15,7 86 | MI 86 | 39,7
15 |MI 15 |18.3 51 | MI 51 | 345 87 |MI 87 |247
16 |MI16 |11,2 52 |MI 52 | 253 88 | MI 88 |45
17 |MI 17 |19,1 53 | MI 53 |24 89 | MI 89 |293
18 |MI 18 |19.7 54 | MI 54 | 154 90 | MI 90 | 21,9
19 |MI 19 |21,3 55 | MI 55 |22.1 91 | MI 91 |49.9
20 |[MI20 |78 56 | MI 56 | 18,6 92 | MI 92 |57.5
21 |MI21 |10,1 57 |MI 57 |34 93 | MI 93 |32,8
22 |MI22 |358 58 | MI 58 |38.5 94 | MI 94 |28
23 |MI23 |17.8 59 | MI 59 |17.3 95 | MI 95 |35.6
24 |MIL24 |186 60 | MI 60 |34,1 96 | MI 96 | 14,3
25 |MI25 |26,1 61 | MI 61 |59.4 97 | MI 97 | 52,8
26 |MI 26 |29.5 62 |MI 62 | 242 98 | MI 98 |22.7
27 |MI 27 |10,0 63 | MI 63 | 28,9 99 | MI 99 |27
28 |MI28 |153 64 | MI 64 | 12,5 100 | MI 100 | 17.5
29 |MI29 |[368 65 |MI 65 |27.7 101 | MI101 | 34,2
30 |MI30 |127 66 | MI 66 | 36,4 102 | MI 102 | 40,1
31 | MI 31 |407 67 | MI 67 |28.5 103 | MI 103 | 17,7
32 |MI32 |264 68 | MI 68 |23.4 104 | MI 104 | 60,2
33 |MI33 |16, 69 | MI 69 |26,7 105 | MI 105 | 20,5
34 |MI 34 |12,1 70 |MI 70 |22 106 | MI 106 | 19,8
35 |MI 35 |10,8 71  |MIL 71 |23.8 107 | MI107 | 27,1
36 |MI 36 | 14,0 72 |ML72 |27.6
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Phu luc 3: Danh sich miu d6i chirng tham gia nghién ctru va ndong dé6 DNA

téng )

STT nl\l/:; 1\12;%"?)@ STT nl‘lﬁ 1\12;;‘;"%@ STT | Ma miu 1\12;;;";1)@
1 | MI Co1]309 35 | MI 35219 69 | MI C69 |34,6
2 | MI co220,1 36 | MI C36 | 27.9 70 | MI C70 |33,0
3 |MI C03]10,3 37 | MI C37 | 48,6 71 | MI C71 |35,3
4 | MI C04 29,9 38 | MI 38405 72 |MIC72 | 12,0
5 | MI CO5 37,6 39 | MI €39 20,7 73 |MI C73 |257
6 | MI Co06 | 15,0 40 | MI C40 | 19,0 74 | MI C74 |31,5
7 | MI Co0725,8 41 | MI C41 | 14,5 75 | MI C75 |57.3
8§ | MI CO8 |30 42 | MI C42 135 76 | MI C76 |43,1
9 | MI Co09|484 43 | MI C43 25,0 77 |MI C77 | 1438
10 | MI C10 | 58,7 44 | MI C44 | 22,9 78 | MI C78 | 13,3
11 | MI CI1]269 45 | MI C45 | 40,7 79 | MI C79 |19,5
12 | MI C12| 78,6 46 | MI C46 | 19,1 80 | MI C80 | 20,2
13 | MI C13|27,7 47 | MI C47 | 22,7 81 | MI C81 [322
14 | MI Cl14 25,0 48 | MI C48|19.5 82 | MI C82 |122
15 |MI C15]184 49 | MI C49 | 24,2 83 | MI C83 [254
16 | MI C16 | 17.9 50 | MI C50 | 31,2 84 | MI C84 | 19,3
17 | MI C1721,0 51 | MI C5121,8 85 | MI C104 | 40,7
18 | MI C18223 52 | MI €52 25,6

19 | MI C19] 15,1 53 | MI 53192

20 | MI €20 28,9 54 | MI C54 | 273

21 | MI C21]26,9 55 | MI C55]11.4

22 | MI €22 14,5 56 | MI C56 | 13,6

23 | MI €23]13,9 57 | M1 c57]10,1

24 | MI €24 16,5 58 | MI C58 | 23,1

25 | MI C25 173 59 | MI C59 | 19,1

26 | MI €26 19,4 60 | MI C60 | 183

27 | MI 27234 61 | MI C61 14,9

28 | MI €28]19,9 62 | MI C62 193

29 | MI C2931,5 63 | MI €63 39,0

30 | MI C30 | 20,2 64 | MI C64 | 14,7




138

31 MI C31 | 21,1 65 MI Cé65 | 37,5
32 MI C32 | 39,2 66 MI C66 | 21,2
33 MI C33 | 24,9 67 MI Cé67 | 50,2
34 MI C34 | 23,3 68 MI C68 | 53,2
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Phu luc 4: Tong hop s6 liéu vé kiéu gen thudc cac vi tri bién thé 7958G>A
(SOD1I), c.47T>C (SOD2), -262C>T (CAT) va -786C>T (NOS3) ciia cic miu

nghién ciru

SODI1 SOD2 CAT NOS3
Mi miu Chi thich 154998557 rs4880 rs1001179  rs2070744
7958G>A c.47T>C -262C>T -786C>T
MI C01  DC GA TT CC CT
MI C02 DC GG TC CC TT
MI C03 DC GA TT CC TT
MI C04 DC AA TC CC TT
MI C05 BDC GG TC CC CT
MI C06 DC GA TT CcC TT
MI C07 DC AA TT CcC CT
MI C08 DC GA TT CC TT
MI C09 DC GG TC CC TT
MI C10 DC GA TT CC TT
MI C11  BC AA TC CC CC
MI C12 DC GG TC CC TT
MI C13 DC GG TC CT TT
MI C14 DC GA TT CC TT
MI C15 BDC AA TC CcC TT
MI C16 DC GG TT CcC TT
MI C17 BC GA TC CcC TT
MI C18 DC AA TT CT TT
MI C19 BDC GA CC CC TT
MI C20 BDC GA TT CC TT
MI C21 BC GG TT CcC TT
MI C22 DC GG TT CcC TT
MI C23 DC AA TT CC TT
MI C24 DC GG TT CC TT
MI C25 DC GA TT CC TT
MI C26 DC GA TC CC CT
MI C27 DC GA TT CC CT
MI C28 DC GA TC CC TT

MI C29 DC GG TT CC TT
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SOD1 SOD2 CAT NOS3

M3a miu Chi thich  rs4998557 rs4880 rs1001179 152070744
7958G>A c.47T>C -262C>T -786C>T
MI C30 BC GA TT CC TT
MI C31 BC GG TT CC TT
MI C32 BC GA TT CC TT
MI C33 DC AA TT CC TT
MI C34 DC AA TT CC TT
MI C35 BDC GA TC CC CT
MI C36 DC AA TT CC TT
MI C37 BC GA TC CC TT
MI C38 DC AA TT CC TT
MI C39 DC GA TT CT TT
MI C40 DC AA TT CC TT
MI C41 BC GA TT CC TT
MI C42 DC AA TT CC CT
MI C43 DC GA TT CC TT
MI C44 DC GA TT CC TT
MI C45 DC GA TT CC TT
MI C46 DC AA TT CC TT
MI C47 DC AA TC CC TT
MI C48 DC AA TT CC TT
MI C49 DC AA TC CC CT
MI C50 BDC GG TT CT CT
MI C51 BC GG TC CC TT
MI C52 BC GA TT CC TT
MI C53 DC AA TT CC TT
MI C54 DC GA TT CC TT
MI C55 DC GG TT CC TT
MI C56 DC GA TT CC TT
MI C57 DC AA TC CC TT
MI C58 DC GA TC CC TT
MI C59 DC GA TT CC TT
MI C60 DC GA TT CC CT

MI C61 DC GA TT CC CT
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SOD1 SOD2 CAT NOS3

M3a miu Chi thich  rs4998557 rs4880 rs1001179 152070744
7958G>A c.47T>C -262C>T -786C>T
MI C62 DC GG TT CT CT
MI C63 DC GA TT CT TT
MI C64 DC GA TC CT TT
MI C65 DC GG TC CC TT
MI C66 DC GG TT CC TT
MI C67 DC AA TT CC TT
MI C68 DC GA TT CC TT
MI C69 DC GG CC CC TT
MI C70 BC GA TC CC CT
MI C71 BC AA TC CC CT
MI C72 BC GG TT CC TT
MI C73 BC GA TT CC TT
MI C74 DC GG TT CC TT
MI C75 DC GG TT CC TT
MI C76 DC GG TC CC TT
MI C77 BC AA TT CcC TT
MI C78 BC GG TC CT TT
MI C79 BC GG TT CC TT
MI C80 DC GA TC CC TT
MI C81 DC AA TC CT TT
MI C82 DC GA TT CC TT
MI C83 DC GG TC CT TT
MI C84 DC AA TT CC TT
MI C104 DC GG TT CC CT
MI 01 Bénh GA TC CC TT
MI 02 Bénh AA TC CC TT
MI 03 Bénh GA TT CC TT
MI 04 Bénh AA TT CC CT
MI 05 Bénh GG TT CC TT
MI 06 Bénh GG TT CC TT
MI 07 Bénh AA TT CC TT

MI 08 Bénh GG TT CC TT
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SOD1 SOD2 CAT NOS3

M3a miu Chi thich  rs4998557 rs4880 rs1001179 152070744
7958G>A c.47T>C -262C>T -786C>T
MI 09 Bénh GA TT CC TT
MI 10 Bénh GA TT CC TT
MI 100 Bénh GA TT CC CT
MI 101  Bénh AA TT CC TT
MI 102  Bénh GA TC CT TT
MI 103  Bénh GG TC CC TT
MI 104 Bénh GG TC CC TT
MI 105 Bénh AA TC CT CT
MI 106 Bénh AA TC CC TT
MI 107  Bénh GA TC CC TT
MI 11 Bénh AA TT CC TT
MI 12 Bénh GA TT CC TT
MI 13 Bénh GA TT CC TT
MI 14 Bénh GA TT CC TT
MI 15 Bénh GA TC CC TT
MI 16 Bénh GA TC CC TT
MI 17 Bénh GG TC CC TT
MI 18 Bénh AA TC CT TT
MI 19 Bénh GA TT CT CT
MI 20 Bénh GA TT CC TT
MI 21 Bénh GA TT CC CT
MI 22 Bénh GA TT CC TT
MI 23 Bénh GA TT CC TT
MI 24 Bénh AA TT CC TT
MI 25 Bénh GA TT CC TT
MI 26 Bénh GA TT CC TT
MI 27 Bénh GA TC CC TT
MI 28 Bénh GG TC CC TT
MI 29 Bénh GA TT CC TT
MI 30 Bénh GG TT CC CT
MI 31 Bénh AA TC CC TT

MI 32 Bénh GA TT CC TT
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SOD1 SOD2 CAT NOS3

Mi miu Chi thich 154998557 rs4880 rs1001179 152070744
7958G>A c.47T>C -262C>T -786C>T
MI 33 Bénh AA TC CC TT
MI 34 Bénh GA TT CC TT
MI 35 Bénh GA TT CC TT
MI 36 Bénh GA TT CC TT
MI 37 Bénh GA TT CC TT
MI 38 Bénh GA CC CT CT
MI 39 Bénh GA TT CC CT
MI 40 Bénh GA TC CT CT
MI 41 Bénh AA TT CT TT
MI 42 Bénh GG CC CC TT
MI 43 Bénh GA TC CC CT
MI 44 Bénh GA TC CT TT
MI 45 Bénh GA TC CC CT
MI 46 Bénh GA CC CT TT
MI 47 Bénh GA TC CC TT
MI 48 Bénh GA TT CC CT
MI 49 Bénh GG TC CC CT
MI 50 Bénh GG TC CC CC
MI 51 Bénh GA TC CC CT
MI 52 Bénh AA TC TT CT
MI 53 Bénh GA TC CC TT
MI 54 Bénh GA TC CC CT
MI 55 Bénh GA CC CC TT
MI 56 Bénh GG TT CC TT
MI 57 Bénh GA CC CC TT
MI 58 Bénh GA TT CC TT
MI 59 Bénh GA TT CT TT
MI 60 Bénh GG TC CC CT
MI 61 Bénh GG TT CC CT
MI 62 Bénh GG TC CC CT
MI 63 Bénh GG TT CC CT

MI 64  Bénh GA TC cC CT
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SOD1 SOD2 CAT NOS3

M3a miu Chi thich  rs4998557 rs4880 rs1001179 152070744
7958G>A c.47T>C -262C>T -786C>T
MI 65 Bénh GA TC CT TT
MI 66 Bénh GG TC CC CT
MI 67 Bénh GA TT CC CT
MI 68 Bénh GA TC CC CT
MI 69 Bénh AA TC CC CT
MI 70 Bénh GA CC CC CT
MI 71 Bénh GG TC CC CT
MI 72 Bénh AA TT CC CT
MI 73 Bénh GA TT CC CT
MI 74 Bénh GG TC CT TT
MI 75 Bénh GA TC CT CT
MI 76 Bénh GA TT CC TT
MI 77 Bénh GA TC CC CT
MI 78 Bénh GA TC CC CT
MI 79 Bénh GA TT CC CT
MI 80 Bénh AA TC CC CT
MI 81 Bénh AA TT CC TT
MI 82 Bénh GA TC CT TT
MI 83 Bénh GG CC CT TT
MI 84 Bénh GG TT CC CT
MI 85 Bénh GG TT CC CT
MI 86 Bénh GA TT CC CT
MI 87 Bénh GA TC CC CT
MI 88 Bénh GA TC CC TT
MI 89 Bénh GA TC CC TT
MI 90 Bénh GA TC CT TT
MI 91 Bénh GA TC CT CT
MI 92 Bénh AA TC CC TT
MI 93 Bénh GA TT CC CC
MI 94 Bénh GG TT CC TT
MI 95 Bénh GA TC CC CT

MI 96 Bénh GA CC CC CT
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SOD1 SOD2 CAT NOS3
M3a miu Chi thich  rs4998557 rs4880 rs1001179 152070744
7958G>A c.47T>C -262C>T -786C>T
MI 97 Bénh GA TT CT CT
MI 98 Bénh GA TT CC CT
MI 99 Bénh GA TT CC TT

Chu thich: MI-bénh nhan v6 sinh nam, MIC-ngudi khée manh
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Phu luc 5: Can bang di truyén Hardy-Weinberg ciia cic bién thé gen

nghién ciru
i . Kiéu p
Gen Bién thé Observed Expected 1
gen HWE
GG 49 52,08
rs4998557
SOD1 GA 102 95,83 0,795 0,67
7958G>A
AA 41 44,08
rs4880 TT 107 108,75
SOD2 c47T>C TC 75 71,5 0,46 0,79
p.16Val>Ala CC 10 11,75
CC 163 163,17
rs1001179
CAT CT 28 27,66 0,09 0,98
-262C>T
TT 1 1,17
CC 3 5,33
152070744
NOS3 CT 58 53,33 1,47 0,48
-786C>T

TT 131 133,33




