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  دهيچک
ط کـشت موجـب   ي اسـپرم در مح ـ ينگهدار.  داردي اثر مهميني جني ها در دوره ان ژن يزان ب ي بر م  DNAب  ين و آس  ي کمبود پروتام  :نه و هدف  يزم
 ـبا وجـود ا . گردد ي مDNAک هسته و آزاد شدن يرات مورفولوژ ييتغ  ـ ي  از DNA قطعـات  يزان آزاد سـاز ي ـن و مين کمبـود پروتـام  ين، ارتبـاط ب

  .باشد ين قطعات مشخص نمي در اDNMT1ط کشت و حضور ژن يشده در مح ي نگهداري ها اسپرم
 ـآم ن از رنگين کمبود پروتامييجهت تع.  انجام شدWHOار يمن طبق معيع سيز ما ي آنال :يروش بررس   ـ اسـتفاده گرد CMA3 يزي  ـلي م۲۰. دي ون ي

از  فوژ کـردن، ي پـس از سـانتر  .انکوبه شدگراد  انتيي س  درجه۳۷ يدما  ساعت در۲۴ به مدت Ham’s F10 يط مصرفيدر محاز هر نمونه اسپرم 
 بـا  PCR توسـط انجـام     DNMT1حـضور ژن     .دين گرد ييوفوتومتر تع ي توسط ب  DNAغلظت  .  صورت گرفت  DNAفاز سوپرناتانت استخراج    

   .د شديي ژل آگارز تايبر رو PCRمحصولات  و الکتروفورز ي اختصاصيها مريپرا
 ـي ارتبـاط مـستق  CMA3 يزي ـط کـشت و رنـگ آم  يزاد شده از اسپرم در مح ـ آ DNAزان قطعات   ين م يب :ها افتهي  ـ مـشاهده گرد يدار يم و معن    دي
)۰۵/۰P<( .زان قطعات   ين م يبDNA     ط کـشت و حـضور ژن   ي آزاد شده از اسپرم در مح ـDNMT1  ـي ارتبـاط مـستق    وجـود دارد يدار يم و معن
)۰۵/۰P<( .ن و حضور ژنين کمبود پروتامي بيدار يارتباط معن DNMT1 در قطعات آزاد شده از اسپرم مشاهده نشد.   
 DNA از يشتري ـن منجر به آزاد شدن قطعـات ب ي کمبود پروتامي دارايها ون اسپرمين امر است که انکوباسيانگر اي حاضر بي  مطالعه :يريجه گ ينت

  .دده ير قرار ميها را تحت تاث ن اسپرمي حاصل از ايها نيت سلامت جنيگردد که در نها ياسپرم م
   DNAقطعات ن اسپرم، ين، کروماتيپروتام: يدي کلواژگان

  
  مقدمه
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 ـه درصد از ۸۵ که يصورت نموده بهر يين تغ يکرومات  يهـا  ستوني
بـا   اسپرم   ي ژهي و يها نيک توسط نوکلئوپروتئ  يوتي م يها سلول

 ـ   نيپروتـام . شـوند  ين م ـ يگزيجـا هـا    نينام پروتـام    از يهـا غن
 ي هباشند و از لحاظ انـداز  ين ميستئين و س  ي آرژن يها نهيدآمياس

 و  P1ن  ي پروتام ي  خانواده در انسان دو     ،ها بوده  ستونينصف ه 
P2 انتقــال از ي در ط ـاسـپرم  نيکرومـات . )١-٣(  وجـود دارد 

 يهـا   و پليدي سولفيل اتصالات د ي تشک ي  واسطه م به يديدياپ
   ددگـر  يشدت فـشرده م ـ    ها به  نيان پروتام ي در م  (Zinc) يرو
ن اسـپرم  ي کروماتي افتهيعت فشرده و سازمان    ين طب يا .)۴و  ۵(

 انتقـال از جـنس نـر و         يسبب حفاظت از سلامت ژنوم در ط      
  .)۶و ۷(گردد  يدن به تخمک ميرس

 ي در بـارور   يتور مهم ـ عنـوان فـاک    ن اسپرم به  يسلامت کرومات 
. )۷و  ۸( ن مورد توجـه اسـت     ي جن ي هيژه نمو اول  يو مردان و به  
 از شــواهد وجـود دارد کــه نقـش مهــم ســلامت   يا مجموعـه 

ن ي جن ـيع ـين اسپرم را نه تنها در لقاح بلکه در نمو طب       يکرومات
 ـين است که تغ   يتصور بر ا  . کنند يت م يحما  يرات در معمـار  ي

ها  ژن يان پدريم بي بر آغاز شدن و تنظ  ن اسپرم ي کرومات ي ژهيو
 و جونــدگان، در احــشام. ر گــذار اســتيه تــاثيــ اولنيدر جنــ
 ي در الگوهـا   ين اسـپرم بـا ناهنجـار      يب کرومـات  يها آس  انسان
ل ي در آغـاز تـشک     ي طـولان  ي ا وقفـه  ين و   ي کرومات ييزدا تراکم

، ۹و  ۱۰ (باشد ياز لقاح مرتبط م    نر و ماده بعد      يها ش هسته يپ
 اسـپرم در عـدم      يهـا  نيقات حذف پـروتئ   يبر اساس تحق  . )۶

 اسـپرم در    DNAب  يآس ـ .باشد يل تخم موثر م   يت تشک يموفق
و  دهـد  يا پس از انزال رخ م  يمال و   يدي د ي، اپ يا ضهيسطوح ب 

ــيدارا ــشا داخل ــارجي دو من ــي و خ ــد ي م ــشا .)۱۱( باش  من
 ـ ا يده بوده اما به طور کل     يچي اسپرم پ  ي DNA يها بيآس ن ي
نـد  ي نقـص در فرآ   ي چهـار منـشا اصـل      ي ها بـه واسـطه     بيآس

سـموم و   و آپپتـوز    ،ويداتيب اکـس  ي آس ـ ،ني کرومـات  يبنـد  بسته
ن وجود نقـص در     يهمچن ).۱۳( شود يجاد م يا يطيعوامل مح 

ن ين باعث نقـص در تـراکم کرومـات       يپروتامبه  ستون  ينسبت ه 
 اسپرم در مقابل  ي DNAن امر مستعد شدن     ياسپرم شده که ا   

 ـ کروموما .)۱۲-۱۵( دنبـال دارد    را به  ي خارج يها بيآس ن يسي
A3 (CMA3) باشد که در اتـصال بـه     ي م ي فلوروکرومCG 

کند و پس از  يها رقابت م   ني با پروتام  DNAار کوچک   يدر ش 
 ـDNAاتصال به    جـه  يدهـد و در نت  ي از خود نور فلورسنس م

 ـ  باشـد  ينه شدن اسـپرم م ـ    ي پروتام زاني از م  يمعرف عنـوان   ه و ب
ت لقـاح  ي ـن ظرفيـي ت اسپرم و تع  يفي ک يابيجهت ارز  يشاخص

  .)۱۶و ۱۷(مورد استفاده قرار گرفته است 
 يط مساعدي شراي کمک باروريها روش گسترده از ي استفاده

 نابارور صاحب فرزنـد     يها  از زوج  يآورد تا برخ   يرا فراهم م  
ها وجود دارد  ن روشي در مورد استفاده از ا   ييها ينگران. شوند

ص يش نقاي از افزا يباشد که حاک   ي م يکه برخاسته از گزارشات   
 در  ي و مـشکلات نمـو     ي کروموزوم يها ي، ناهنجار يمادرزاد

ن يچنـد  .)۱۸-۲۰( باشـد  يهـا م ـ   ن روش يکودکان حاصل از ا   
 ي کمـک بـارور    يهـا  گزارش وجود دارد که استفاده از روش      

ــ ــزا  يم ــبب اف ــد س ــر بيتوان ــاريش خط ــا يم ــا يه ــرتبط ب  م
. )۲۰(  گـردد Genomic Imprintingند ي فرآيها يناهنجار

Imprinting ان يباشد که سبب ب   يم ژن م  يتنظسم  ي مکان ي نوع
ن امـر بـه   يشود، که ا ي م )يمادرا  ي يپدر(ک الل   يژن فقط از    

 DNAون  يلاس ـي از جملـه مت    يکي ژنت ي اپ يندهاي فرآ ي واسطه
 و   در جفـت   Imprinted يهـا   از ژن  ياريبس. گردد يانجام م 

 ن بر عهده دارنـد ي را درنمو جنيديفعال بوده و نقش کل   ن  يجن
 DNAم  يآنـز  از   يمطالعات نشان داده که غلظت مناسب      .)۲۱(
ــمت ــوع ي ــسفراز ن ــل تران ــرا)DNMT1(ک ي ــدار نگي ب  يه

 ي هي در طول نمو اول    Imprinted يها ون ژن يلاسي مت يالگوها
ش از حد آن   يان ب يا ب يم و   ين آنز ي فقدان ا  ، بوده ين ضرور يجن
 .)۲۱( باشد ين کشنده مي جنيبرا

 ـ آزما ي گـاه  ي کمـک بـارور    يها  از روش  يدر برخ  هـا   شگاهي
 ـولوژيزي ف ي اسپرم در دما   يها ون سلول يمجبور به انکوباس   ک ي

)  سـاعت  ۲۴حـداقل    (يمدت طولان  گراد به  ي سانت ي   درجه ۳۷
ون اسـپرم   يدارد کـه انکوباس ـ    يان م ير ب يمطالعات اخ  .باشند يم

گـراد   ي سـانت ي  درجـه  ۳۷ يشتر در دما  يب مدت دو ساعت و    به
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 .شــود ي اســپرم مــي ک در هــستهيــرات مورفولوژييــسـبب تغ 
 يهـا  طي اسـپرم در مح ـ يري ـمشخص شده اسـت کـه قـرار گ       

 و آزاد شـدن     DNA يکپـارچگ ي در   يراتيي موجب تغ  يمصرف
  .)۳۲و ۲۳( گردد ي ميط مصرفي در محDNAقطعات 

ر ي و تـاث   DNA يهـا در بـسته بنـد       نيبا توجه به نقش پروتام    
 ـ بـر م   DNA يها بيآس  ـزان ب ي  ـي جن ي هـا در دوره    ان ژن ي ، ين

زان ي ـن و م  ين کمبود پروتام  ي ارتباط ب  ين مطالعه بررس  يهدف ا 
 شـده در  ي نگهـدار يهـا   از اسـپرم DNA قطعات  يآزاد ساز 

 ـ در اDNMT1 و حضور ژن HamsF10 يفط مصر يمح ن ي
  .دوبقطعات 

  
   يروش بررس

  ينابــارور کــه دارا مــار ي ب۵۰ ير رون مطالعــه بـ ـيــا     
ــارور ــه  يناب ــت مردان ــا عل ــد ب ــارور بودن ــز ب ــه مرک    ي و ب

انجــام  ،کـرده بودنـد  مراجعـه  مارسـتان عرفـان   ي بيو نابـارور 
جهت انجام   . سال بود  ۶۱/۳۶±٧٢/٥ متوسط سن افراد   .گرفت

 کننـده    افـراد مراجعـه    )منيس ـ(منـي   ر اضـافه    يمطالعه از مقاد  
غلظــت،  ()منيســ(منــي ع يز مــايدر ابتــدا آنــال .اســتفاده شــد

ار يبر اساس مع   ) اسپرم يها ، تحرک و تعداد سلول    يمورفولوژ
WHO  بـا   )منيس ـ(مني   يپس از دو بار شستشو     . انجام شد 

  ين انـسان ي سرم آلبـوم ي حاوHam's F10 (Sigma) طيمح
) rpm۳۰۰۰ شـسته شـده   يهـا  از اسـپرم  )قـه ي دق۵ به مدت 

زان يــ ميرســو بر CMA3 (Sigma) يزيــجهـت رنــگ آم 
  .ديگرد استفاده DNA قطعات يآزادساز

 :)A3رنگ آميزي  کرومومايسين  (ارزيابي کمبود پروتامين    
 rpm۳۰۰۰ ( PBS بـا  )منيس(مني  يشستشو بار ۳پس از 

 ـآم جهت رنگ  شسته شدهيها از اسپرم )قهي دق۵مدت  به  يزي
CMA3  ي شسته شده حجم مـساو يها به اسپرم . استفاده شد 

متانول و اسيد استيك به نـسبت       (کارنوي  محلول فيکساتيو   از  
 ي  درجـه ۴  دقيقه در حـرارت ۵اضافه شد و به مدت      ) ۱به   ۳

 ـپـس از ته   . گراد قرار گرفت   يسانت ر از نمونـه هـر      ي اسـم  ي  هي

 در بافر  CMA3درصد ۲۵/۰ ميکروليتر محلول ۱۰۰د باياسلا
ک ي ـط تاريقـه در مح ـ   ي دق ۲۰مـدت     بـه  pH ۷ مک الـوين بـا    

داده شـد و      شستشو PBSسپس اسلايدها با    .  شد يزيآم رنگ
با استفاده از ميكروسكوپ فلورسـانس      . با لامل  مونت گرديد    

)Japan- Nikon- Eclipse600 (  تـا  ۴۶۰با فيلتر مناسـب 
د يسپرم در هر اسـلا    ا ۲۰۰تعداد  ۱۰۰يي نانومتر و بزرگنما   ۴۷۰
) CMA3 مثبت(هاي درخشان    د و درصد اسپرم   ي گرد يبررس

محاســبه ) منفـي  CMA3 (يهــاي فاقـد درخــشندگ  و اسـپرم 
  .)۷(د يگرد

از هر نمونه اسپرم ون يلي م۲۰تعداد  : اسپرميروش انکوبه ساز
ن ي سرم آلبومي حاوHam's F10ط يمحتر يل يليم ۵/۱با مقدار

 Co2، ۳۷ % ۵ط مرطـوب بـا   يرادر انکوبـاتور در ش ـ  يانـسان 
  .)۲۳(  ساعت قرارداده شد۲۴مدت  بهگراد  يسانت ي درجه

جهـت اسـتخراج     :يط مصرف ي از مح  DNAروش استخراج   
DNA از روش Lamondــتفاده گرد ــ اس ــ)۲۳( دي ــور  ه ب ط

 ي براها از انکوباتور خارج و     ساعت نمونه  ۲۴س از   پخلاصه،  
فوژ ي دور سـانتر ۳۰۰۰قـه در   ي دق ۱۰ بـه مـدت      ل دو فاز  يتشک
 ـ اپنـدرف جد وبي ـکروتيمبه   )S (ييفاز رو  .ديگرد  د منتقـل ي

 يهـا   سـلول يفوز مجـدد جهـت خـارج سـاز       يشده و سـانتر   
 (P)فوژ اول   يافته از سانتر  ي فاز رسوب  . انجام گرفت  ياحتمال

 ,Tris-HCL 10mM ص اوليتر از بافر تخليکروليم ۳۰۰با 
5mM Sucrose, 5mM MgCl2, 1% Triton X-

100, pH8 ٢مدت  سپس به. ديگردو ورتکس   شدهمخلوط 
جـاد  يبـه رسـوب ا     .انجام شـد  فوژ  يسانتر دور   ٨٠٠٠ رقه د يدق

 400mM Tris- HCL, 60mM ص دوميبـافر تخل ـ شده 
EDTA, 150mM NaCl, 1%SDS, 5mM DTT, 

pH8     ٥٥ يدمـا   ساعت در٢ تا ١مدت  سپس به افزوده شد و 
 ـگرد گراد انکوبـه  ي سانتي   درجه ٦٠تا از  DNA اسـتخراج  .دي

 که  قـبلا     )S (ييرو فاز ازن  يو همچن  )P( ز شده ي ل يها سلول
 ـ به   آمده بود دست   هب  ـ - و بـه روش فنـل        روشک  ي  مرکلروف

 ـ    .گرفتانجام    اسـتخراج   ي DNAص  يجهت شستشو و تخل
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 ـاسـتفاده گرد  درصـد  ۷۰کـل  شـده از ال   يدر دمـا  DNA. دي
ــ ــشک گرديمح ــط خ ــاي   دي ــپس در دم ــه-۲۰و س  ي  درج

ــانتي ــد  ســــــــ ــره شــــــــ ــراد ذخيــــــــ   .گــــــــ
ــه  ــاDNAب ــده   ي ه ــتخراج ش ــاز از اس ــهS و Pف ــور   ب   ط

هـا    آنOD اضـافه و  زهيونيتر آب مقطر د   يکرولي م ۱۵ جداگانه
ــتگاه ب  ــط دس ــومتر در يتوس ــانومتر 260/280و 260وفوت  ن

  . ده شديسنج
 استخراج DNA در قطعات DNMT1 حضور ژن    يبررس

قطعات  درموجود  DNMT1 ژن ريتکثجهت : S شده از فاز
DNA    از روش    آزاد شدهPCR  با استفاده از    .دي استفاده گرد 

ــايپرا -F:5´-TTA-CAA-GGA-AAA-GCA يمرهـــ

CCG -3' و R :5´-TCT-CTG-GAT-GTA-ACT-

CTA -3' ،واکنش PCR کلر ي هـر نمونـه در ترموسـا   ي بـرا
 PCR محـصولات . مـوس انجـام گرفـت     يساخت شرکت پر  

 موجود در قطعات آزاد   DNMT1ر ژن   يانجام شده سبب تکث   
همچنين جهـت اطمينـان از      . ديها گرد  شده از اسپرم در نمونه    

 )Kb ۱۰( از مـاركر مناسـب    تكثير شـده ي صحت طول قطعه  
آمپر  يلي م۴۰ ولت و ۵۰الکتروفورز ژل با ولتاژ  .استفاده گرديد

   UVژل را از تانك خارج كرده و با استفاده از نور         . شدانجام  

  
ــتگاه  و ــابي  Transilluminatorدس ــر ردي ــورد نظ ــد م ، بان

 يمـار  آيهـا زينالن پارامترهـا بـا اسـتفاده از آ   ياط ب ارتب .گرديد
 ـ گرد يبررس يب همبستگ يضر  ۰۵/۰ کمتـر از     P-Value .دي
  .دار در نظر گرفته شد يمعن
  
  افته ها ي

تفاده  اسCMA3ن از رنگ يد پروتامص کمبويهت تشخج     
  ت مــورد مطالعــه يــن در جمعيزان کمبــود پروتــاميــم. ديــگرد
ــود±۲۶/۲۸ ۱۱/۱۱ ــپرم۱در شـــکل .  درصـــد بـ ــا  اسـ  يهـ

صـورت   بـه ) ني کمبود پروتام  يدارا( مثبت   A3ن  يسيکروموما
 ـ کروموما يها درخشان و اسپرم    بـه صـورت     ي منف ـ A3ن  يسي

 الکتروفـورز  ۲شکل شـماره   .تدرخشان مشخص شده اس  ريغ
ب يترت به (۵۰ و   ۴۹،  ۴،  ۲ شماره   يها نمونه PCRمحصولات  

باشـد، کـه نـشان     يگـارز م ـ آ ژل يبـر رو ) از چپ به راسـت    
 در قطعـات  DNMT1ا عـدم حـضور ژن    ي ـ حضور   ي دهنده

DNA ط  ي اسپرم در مح   يها زاد شده از سلول   آHam’sF10 
 يهـا   نمونـه  .دباش ـ ي م ـ bp ۱۶۹ر شـده    ي تکث ي قطعه. باشد يم

  .باشند ي فاقد ژن مورد نظر م۴و  ۲شماره 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  +CMA3هاي درخشان  اسپرم . A3نماي ميکروسکوپي رنگ آميزي کرومومايسين : ۱شکل 
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. باشد  ميbp ۱۶۹ توليد شده ي قطعه.  بر روي ژل آگارزPCR توسط الکتروفورز محصولات DNMT1بررسي حضور ژن : ۲شکل

   آزاد شدهDNA داراي اين ژن در قطعات ۵۰ و ۴۹هاي   به ترتيب از سمت چپ فاقد اين ژن و نمونه۴و ۲ره هاي شما نمونه
  .باشند از اسپرم مي

  

 
   کمبود پروتامينCMA3 آزاد شده از اسپرم در محيط کشت و رنگ آميزي DNAارتباط بين ميزان قطعات : ۱ نمودار

)۰۵/۰P< ۲۸/۰ و=r( 
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ــه  ــه ب ــا توج ــودار ب ــ ۱ نم ــام ن يب ــود پروت ــمو  نيکمب   زان ي
موجـود  (ط کـشت    ي آزاد شده از اسپرم در مح      DNAقطعات  
ــاز  ــستق) Sدر ف ــاط م ــيارتب ــ مــشاهده گردي داريم و معن  دي

)۰۵/۰P<   ۲۸/۰ و=r(. زان قطعات   ين م يبDNA    آزاد شده از 
 DNMT1و حـضور ژن   ط کـشت ي اسپرم در مح ـ   يها سلول

 و >۰۰۲/۰P (ود دارد وجـــيدار يم و معنـــيارتبـــاط مـــستق
۴۲۴/۰=r(.  و حضور ژن    نين کمبود پروتام  ي ب يميارتباط مستق

DNMT1   ـرتبـاط ن اي ـوجود دارد کـه ا    باشـد  ينم ـدار  ي معن
)۱۵۲/۰P< ۲۰۸/۰ و=r(.  

 
  بحث
ــاروريهــا امــروزه اســتفاده از روش       از يکــي ي کمــک ب
.  نابارور است  يها  رفع مشکلات زوج   يها برا  ن روش يتر موثر

  دارد کـه ي بستگيها به عوامل متعدد   ن روش يت ا يموفقزان  يم
از هـا     زوج يزان بـارور  ي در م  يان سلامت ژنوم پدر   ين م يدر ا 
ــاهم ــالاي ــتييت ب ــوردار اس ــد  .)۱۰، ۲۴و ۲۵(  برخ در رون

 تـا   يک تخمک گـذار   ي تحر ي در ط  يلقاح مصنوع  يها چرخه
صـورت نابـالغ     دسـت آمـده بـه       بـه  يها تي از اووس  درصد ۳۰

 به بلوغ يشگاهيط آزمايط کشت و در شرايباشند که در مح يم
لقـاح  نـد  يها فرآ شگاهي از آزماياريرو بس  نياز ا  .)۲۶( رسند يم

 ـ را    نـارس  يهـا  تياووس اندازنـد تـا     ير م ـ يک روز بـه تـاخ     ي
ن سبب مجبـور بـه اسـتفاده از     يو به هم  ها بالغ شوند     تياووس
 ـگردند که    ي م ييها اسپرم دسـت آمـده و در       ک روز قبـل بـه     ي

گـراد   ي سـانت  ي   درجه ۳۷ يکيولوژيزيط ف يط کشت و شرا   يمح
ون يدارد کـه انکوباس ـ    يان م ـ ير ب يگزارشات اخ  .اند انکوبه شده 

 ـاسپرم بـه مـدت دو سـاعت و ب          ي    درجـه  ۳۷ يشتر در دمـا   ي
 ـي سبب تغ  گراد  سانتي  اسـپرم   ي   در هـسته   يکيرات مورفولـوژ  ي

اگرچـه  . گردد ي بزرگ م  يا  هسته يها  ظهور واکوئل  ي واسطه به
 يشگاهيــط آزماي اســپرم انـسان در شـرا  يون طـولان يانکوباس ـ

ر سـاختار  يي و تغ  يا ون هسته ينتاساش فرگم يتواند سبب افزا   يم

اثـرات   بـر  ي مبن ـي اما هنوز گزارش ـ  )۲۲و  ۲۷( ن شود يکرومات
 گـزارش  DNAزان آزاد شـدن قطعـات   ين بر ميامکمبود پروت 
زان ي م يها ن پارامتر ي ب يق حاضر همبستگ  يدر تحق  .نشده است 

هـا در     آزاد شده از اسپرم    ي DNAن و غلظت    يکمبود پروتام 
گرفت  قرار يط مورد بررسي ساعته در مح۲۴ون يطول انکوباس

 ـ  يگـر ارتبـاط مـستق      اني ـج ب يکه نتا   ـ يدار يم و معن ن کمبـود  يب
 .بـود  آزاد شده از اسـپرم       ي DNAزان قطعات   ين و م  يمپروتا
ل فقـدان   ي نر به دل   ي جنس يها دارد که سلول   يان م يقات ب يتحق

 يهـا  بيها در مقابـل آس ـ   دانتياکس ي و آنت  يمي ترم يها ستميس
 يهـا   سـلول  ين جداساز يبنابرا. باشند يتر م  و حساس يداتياکس

  مـدت سـبب شـتاب      ينال و کشت طـولان    يع سم ياسپرم از ما  
 از يدر برخــ .)۲۲( شــود يو مــيداتي اکــسيهــا بيافتن آســيــ

 اســپرم در يريــقــات گــزارش شــده اســت کــه قــرار گيتحق
 و  DNA يکپـارچگ ي در   يراتيي موجب تغ  ي مصرف يها طيمح

اگرچـه  . شـود  ي م ـيط مصرفي در مح DNAطعات  آزادشدن ق 
 ناهنجـار، فلـزات   يها ، اسپرمها تيلکوس از جمله  ياديمنابع ز 

ن ي و هـم چن ـ يشگاهيمازط کشت آيقابل انتقال موجود در مح 
ب ي آس ـ يبـرا  ي مورد اسـتفاده در درمـان نابـارور        يها کيتکن

 هـا وجـود دارد امـا بـه نظـر           ن روش ي در ا  DNAرساندن به   
ــ ــآ يم ــه علــت فعالDNA اد شــدن قطعــاتد کــه آزي ــ ب ت ي

ــا ــ ينوکلئازه ــه  يدرون ــت ک ــوالDNA اس ــا ي را در ت  يه
 ـ باعث آزاد شـدن قطعـات بر   ، برش داده  يمخصوص ده شـده  ي

 ي مصرف يها طي اسپرم در مح   يري که قرارگ  يياز آنجا . گردد يم
 ـيي و تغ  يتوکندري م ي ش از اندازه  يت ب يفوق باعث فعال    در  يرات

 ي ده شـده ي ـشـود، قطعـات بر     ي اسپرم م ـ  ي غشاها يرينفوذپذ
DNA ـتواننـد از ا    ي م  ط ي وارد مح ـ  ،ن غـشاها عبـور نمـوده      ي

 سـاعت   ۲۴ يط  در DNAآزاد شدن قطعات     . گردند يمصرف
رد که حداکثر   يگ ي صورت م  يط مصرف ي در مح  يرياول قرار گ  

ــا ۳ قطعــات در حــدود يزان آزادســازيــم ه يــ ســاعت اول۸ ت
 آزاد يشتري ـل، قطعات ب ساعت او۲۴پس از گذشت   . باشد يم
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 يط مـصرف ي که در محي قبلي گردد بلکه قطعات آزاد شده     ينم
 يهـا  DNA .شـوند  يشتر م ي ب ي دچار شکستگ  ،حضور دارند 

 دو يهـا  يز شکستگي انکوبه شده نيها استخراج شده از سلول  
 دادنده از خود نشان   ي ساعت اول  ۲۴ ي را در ط   DNA يا رشته

 و همکارانش ارتباط    Lamondبر اساس گزارش     .)۲۳و  ۲۷(
 ي و آزادسـاز DNA يهـا   رشـته  ي شکـستگ  ين القـا  ي ب يمثبت

DNA دهد کـه عـلاوه بـر     ين امر نشان ميشود، که ا   يده م ي د
ــ، پايکــيب ژنتيآســ ــزاي غــشايداري ــان ي هــسته در اف ش زم

ارانش و همک ـ   سي  بي  جي .)۲۳و  ۲۷ (کند ير م ييون تغ يانکوباس
 کـه  دن بلو نشان دادند   يبا استفاده از رنگ تولوئ     ۲۰۱۱در سال   

 اتـاق   ي ساعته در دمـا    ۱۸ون  يطول انکوباس  در   DNAب  يآس
 ـگرد حاضر مشخص ي در مطالعه .)۲۲( دهد يرخ م  د کـه در  ي
 ـ م ،ن باشـند  يها دچار کمبود پروتام    که اسپرم  يصورت  ـزان ا ي ن ي

 ـتواند به ماه   ين امر م  يل ا يدل. ادتر خواهد بود  يآزاد شدن ز   ت ي
کـه اگـر     يطـور  ه ب ،ن اسپرم باشد  يها در تراکم کرومات    نيپروتام

ن کاسـته   يافته باشد از تـراکم کرومـات      ين کاهش   يزان پروتام يم
 ـ بـرش ب   يها  محل يون در يشده و نوکلئازها    خواهنـد   يشتري
 ـداشت و بالطبع م    ط ي در مح ـ  DNAزان آزاد شـدن قطعـات       ي

  . نرمال خواهد بوديها ادتر از اسپرمي زيمصرف
 مـشخص شـده     يزاد شده تـا حـدود     آ DNA يها ت رشته يماه

  ازيک ـي. )۲۳(  آورده شـده اسـت     Lamondق  ياست و در تحق   
ق يدر تحق  .ک است يل ترنسفراز   ي مت DNAم  يآنز ، ژن ها ن ژن يا

م و  يحاضر بر اساس اطلاعـات بـه دسـت آمـده، ارتبـاط مـستق              
 يهـا   آزاد شـده از سـلول  DNAزان قطعـات  ي ـن م ي ب يدار يمعن

ن قطعـات  ي در اDNMT1ط کشت و حضور ژن     ياسپرم در مح  
 ـ ن يميالبته ارتباط مستق  . مشاهده شد   ـ ي ن و  ين کمبـود پروتـام    يز ب
ن اختلاف  ي ا ي وجود دارد که آزمون آمار     DNMT1حضور ژن   

ــ ــ يرا معن ــشان نم ــيمت .دهــد يدار ن ــه فعال DNAون يلاس ــب ت ي
از دارد که  ين ها ل ترنسفراز ي مت DNAها به نام     مي از آنز  يا خانواده

ــال گــروه مت  ــانتق بــه  S-Adenosyl-Methionineل را از ي
 ـي کاتـال  DNAن در   يتوزيت س يموقع  ـاز جملـه ا  .نـد ينما يز م ن ي

ــ ميآنــز ــه  يهــا م نــد يفرآ .)۲۸( اشــاره کــرد DNMT1تــوان ب
 نمــو ي را در طــي  نقــش مهمــDNAون يلاســي متيکــيژنت ياپــ

کند و در مراحـل گونـاگون از         يفا م يپستانداران از جمله انسان ا    
 ياوت ژن حـضور ان متف ـي و بGenomic Imprintingجمله 

 ـيلانـه گز ن قبـل از  يدر طول نمو جن . موثر دارد   ـ  ،ين  يسـطح کل
ون موجـود   يلاس ـي از مت  يميش از ن  يابد و ب  ي يون کاهش م  يلاسيمت
  مـورولا  ، در مراحـل   ي بـا منـشا پـدر      يها  کروموزوم DNA در

مانـد و سـپس     ي م ين حالت در طول بلاستولا باق     ي ا ،حذف شده 
تواند دوباره بر اسـاس منـشا        يون م يلاسين مت ي ا يدر مراحل بعد  

 ـ ا ي  مطالعات نـشان دهنـده     .)۱۸(  باز نشانده شود   يپدر ن امـر   ي
 و  CpGله شدن   ي سبب کاهش مت   DNMT1است که نقص در     

، حـذف  يتوزي ميها يبيش نوترکي ژن، افزايان سراسر يش ب يافزا
 ـ و ب  يکروموزوم  ي DNAوارد شـدن     خـاموش و     يهـا  ان ژن ي

ق ين تحقي چنديدر ط. )۱۸( شود ي به درون ژنوم م   يروسيرتروو
ون يلاس ـي متي بـر رو ي کمـک بـارور   يهـا  ر استفاده از روش   يتاث

DNA  ـ انسان و کودکان حاصـل از ا       يها  در گامت  هـا   ن روشي
 ي اپ ـيهـا  ينجارجاد ناه ي بر ا  ي مبن ي گزارشات . شده است  يبررس

 يهــا يمــاريب  درDNAون يلاســي متي هماننــد خطاهــايکــيژنت
ــيژنت  و Beckwith-Wiedemann Syndrom ماننـــد يکـ

Prader-Willi and Angelman Syndrom در  
 کـه بـه     يسه با کودکـان   ي در مقا  يلقاح مصنوع کودکان حاصل از    

 .)۱۹و ۲۰و  ۲۹و  ۳۰(  وجـود دارد   ،شـوند  ي م حاصل يعيطور طب 
کـه از    ين باشد کـه در صـورت      يانگر ا يتواند ب  ي حاضر م  ي  مطالعه

ــپرم ــا اس ــده در فرا يه ــد درمــان ي انکوبــه ش ــا ن    کمــک يه
ون يلاس ـي در مت  يجـاد ناهنجـار   ي شانس ا  ، استفاده گردد  ينابارور
DNA   حاضـر   ي  مطالعه .اد خواهد بود  ين ز ين جن يدر روند تکو 

ــب ــانگر اي  ــ ني ــه انکوباس ــت ک ــر اس ــپرمي ام ــا ون اس   ي دارايه
 DNA  ازيشتري ـن منجر به آزاد شـدن قطعـات ب      يکمبود پروتام 

 ـ حاصـل از ا    يهـا  نيت سلامت جن  يگردد که در نها    ياسپرم م  ن ي
 ـ بايدهد و مراکز درمان نابارور ير قرار ميها را تحت تاث  اسپرم د ي

   يهـا  شن رويرند تا در نسل حاصل از اين امر را تحت نظر بگ  يا
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ــاروريکمکــ ــان ناب ــري درم   . مــشاهده گــرددي اخــتلالات کمت
  

  ر و تشکريتقد
 ـو پا  يقـات ي طـرح تحق   مقاله بـر گرفتـه از     ن  يا         ي  ان نامـه  ي

 ي و ملکـول يقـات سـلول  ي مرکـز تحق مصوب ارشد  يکارشناس

 مرکـز   ي بـا همکـار    ،بوده يد بهشت يشه يعلوم پزشک دانشگاه  
IVFي هي ـسـت، لـذا از کل  مارسـتان عرفـان انجـام گرفتـه ا    ي ب 

 ن و پرسنل مراکـز فـوق کمـال تـشکر و           ين، متخصص يولومس
  . مي را داريقدردان
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Background and Objective: Protamine deficiency and DNA fragmentation have a profound effect on 

embryo gene expression. Incubation of sperm in culture medium leads to morphological changes of the 

nucleus and DNA release. However, the relationship between protamine deficiency and DNA fragments 

released from incubated sperm and the presence of the DNMT1 gene is not known. 

Materials and Methods: Semen analysis was performed according to the WHO criteria. CMA3 staining was 

used to determine protamine deficiency. Twenty million sperms per sample were incubated in Ham’s F10 

medium for 24 hr at 37 °C. After centrifugation, DNA was extracted from the supernatant. DNA 

concentration was measured by biophotometer. The presence of the DNMT1 gene was confirmed by PCR 

using specific primers and agarose gel electrophoresis. 

Results: A significant correlation was observed between the DNA fragments released from sperm in culture 

media and CMA3 staining (P<0.05). The presence of DNMT1 gene was significantly correlated with DNA 

fragments released from the sperm (P<0.05). Protamine deficiency and the presence of DNMT1 gene were 

not significantly correlated. 

Conclusion: These results demonstrate that incubation of protamines-deficient sperm leads to the release of 

additional DNA fragments that eventually could have detrimental effectson embryo’s health. 
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