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زيادي ژن به صورت همزمان و يا بـا     حيح و كامل روند اسپرماتوژنز مستلزم بيان تعداد بسيار         انجام ص  :زمينه و هدف  
يـا اخـتلال در   كه توقف يا اختلال در بيان هر يك از آنها ممكن است منجر به توقف              طوري ه ب ؛باشد توالي خاص خود مي   

 اطلاعات ارزشمندي درباره نقـش ايـن ژنهـا در           شناسايي اين قبيل ژنها و ارزيابي عملكرد آنها       . اسپرماتوژنز گردد روند  
 در فرآيند لقاح و تكوين جنين و نيز درك اساس مولكولي فرآيند             هاعملكرد بعدي آن  نز و نيز    ژاسپرم بالغ، روند اسپرماتو   

 نـز  ژجهت بررسي مراحل مختلف رونـد اسـپرماتو  . كند علل بسياري از انواع ناباروري بدون علت، فراهم مي يافتن  لقاح و   
بيـان  حاضـر   در مطالعـه      .شود  هايي استفاده كرد كه در مرحله و ردة سلولي خاصي از اين روند بيان مي                ژنتوان از     مي
  .انسان بررسي شدطبيعي در اسپرم  PRM1 ،TSGA10 ،AKAP4 PRM2 ،DAZ SYCP3 هاي ژن

  مراجعـه كننـده    ) WHOاردهاي  مطـابق اسـتاند   (طبيعـي   هاي اسپرمي   ر نمونه مايع مني افراد داراي پارامت      :روش بررسي 
 طـي مراحـل     ي طبيعـي  ژهاي متحرك با مرفولـو       اسپرم .آوري شد  سينا، جمع   ابن  و سقط مكرر   به مركز درمان ناباروري   
بيـان  .  جـدا گرديـد  واسپرمنرمافراد هاي مايع مني   از نمونهPure Sperm ® با استفاده از گراديان سانتريفوژ شيب غلظت

-RTبـا روش  AKAP4  و PRM2 ،PRM1 و DAZ ،TSGA10هـاي    و بيـان ژن Nested RT-PCR با روش SYCP3ژن 

PCR عنوان كنترل مثبت استفاده گرديد هاز بافت بيضه بطبيعي هاي فوق در بيضه  با توجه به بيان ژن بررسي و.  
در  PRM1و TSGA10  ،DAZ  ،PRM2 هـاي   نـشان داد كـه ژن      هاي طبيعي   حاصل از اسپرم   cDNA مطالعه روي    :نتايج
همچنين نتايج نشان داد كه . شوند هاي اسپرم تحت بررسي بيان مي و در تمام نمونه) عنوان كنترل هب( بيضهطبيعي نمونه 

  .دنشو  در اسپرم بالغ بيان نميSYCP3  وAKAP4هاي  ژن
بـالغ انـسان    در اسـپرم PRM1  و TSGA10 ،PRM2 ،DAZهـاي   نـشان داد كـه رونوشـت ژن    اين مطالعه :گيري نتيجه

 در اسـپرم بـالغ   SYCP3  و AKAP4هايي مانند علت نگهداري انتخابي رونوشتها و عدم حضور رونوشت. حضور دارند
. باشـد   هاي پدري به تخمك و نقش احتمالي آنها در مراحل بعدي عملكرد اسـپرم مـي                 نمايانگر انتقال گروهي از رونوشت    

 در  و تكوين جنينلقاحفرآيند اي از عملكرد اين ژنها در  يج تازهمطالعه و رديابي اين ژنها در مراحل اوليه تكوين جنين نتا
   .اختيار قرار خواهد داد
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  زمينه و هدف
اسپرم بالغ سلولي كاملاً تخصصي و تمايز يافتـه اسـت           
كه تاكنون تصور بر اين بود كه تنها نقـش انتقـال ژنـوم              

در واقـع بـا جـايگزيني       . پدري به تخمك را بر عهده دارد      
هـاي كوچـك غنـي از اسـيدهاي           هيستونها بـا پروتـامين    

ــان ژن در    ــستئين بيـ ــزين و سيـ ــين، ليـ ــه آرژينـ   آمينـ
رم به تـدريج در طـول اسـپرميوژنز خـاموش           هسته اسپ 

ــي ــد    م ــوم هاپلوئي ــراكم شــدن ژن   شــود و در نتيجــه مت
  ). 1(گردد  تسهيل مي

هاي شـگرفي كـه در حـوزه پزشـكي            امروزه با پيشرفت  
 RNAمولكولي صورت گرفتـه اسـت بررسـي محتـواي           

هايي كه  اسپرماتيدهاي در حال رشد با استفاده از تكنيك 
طـور همزمـان بررسـي        ژنهـا را بـه    بيان تعداد زيادي از     

پـذير    امكانMicroarray و Northern Blotكنند مانند  مي
هـاي اختـصاصي      بـسياري از ايـن ژنهـا، ژن       . شده است 

، SYCP3 ،DAZ ،AKAP4 ،PRM2(بيــــضه هــــستند  
PRM1 ،TSGA10(    ،؛ ولــي برخــي از ايــن رونوشــتها

باشـند و در سـاير بافتهـا و           اختصاصي بافت بيضه نمي   
، علاوه بر ايـن     )β-actinمانند  (شوند    نيز بيان مي  سلولها  

هــاي غيــر اختــصاصي بيــضه بــا  تعــدادي از رونوشــت
هـايي    هاي غيرمعمول از ساير بافتها و يا واريانـت          اندازه

هـاي سـوماتيكي در        از ژن  1با طـول و عملكـرد متفـاوت       
مطالعه اين رونوشتها در    ). 2(شوند    بافت بيضه يافت مي   

 لقـاح تخمـك و      ،احل اسپرماتوژنز شناسايي مولكولي مر  
مراحل اوليه تكوين جنين و نيز ارتباط ژنهـا بـا فنوتيـپ             

هــاي  نابــاروري مــردان و نيــز اســتفاده از آن در روش
  ). 3(تشخيصي، اهميت دارد 

هـاي    شواهد جديد وجود ترجمه برخي از اين رونوشـت        
ــالغ     ــپرم ب ــاز اس ــه تناســب ني ــپرم را ب ــود در اس   موج

با اين وجود اسپرم بالغ حاوي مقادير       ). 4(كنند    تأييد مي 
و بنابراين كمپلكس    (S28 و   S18 ريبوزومي   RNAكافي  

باشد تـا فرآينـد ترجمـه را مـشابه            نمي) S80ريبوزومي  

                                                 
1- Alternative splicing 

 RNAرسد محتـواي      به نظر مي  . ساير سلولها انجام دهد   
ــسته و      ــپرم شك ــدن اس ــالغ ش ــول ب ــوزومي در ط   ريب

ت انتخابي  صور   به mRNAشود و مقاديري از       حذف مي 
  ).5(شود  نگهداري مي

Hecht   و Williams  براي اولين بار حضور قطعي سـنتز 
RNA حضور ). 6( در هسته اسپرم را نشان دادندRNA 

در داخل هسته اسپرم بـالغ بـا روش هيبريداسـيون  در             
 و  Kumar). 7( مجدداً گزارش شـد      Pessot توسط   2محل

ــضور   ــاران ح ــپرم C-MYC ژن mRNAهمك  را در اس
). 8(نــسان در ناحيــه ميــاني و دم اســپرم نــشان دادنــد ا

Miller             و همكاران شـواهدي مبنـي بـر حـضور چنـدين 
mRNA شـــامل HSP90 ،B-actin ،HSP70 در اســـپرم 
عاري از هرگونـه آلـودگي بـا سـاير سـلولها از             (خالص  

را گزارش كردنـد  ) هاي اپيتليال جمله لوكوسيتها و سلول  
)9 .(Wykes  اده از روش  و همكـــــاران بـــــا اســـــتف

 در اطـراف هـسته   RNAهيبريداسيون در محل حـضور   
  ).10(سلول را مشخص كردند 

 نـشان داده    Microarrayارزيابي اطلاعات با استفاده از      
 mRNA نـوع    5000است كه اسپرم بـالغ انـسان حـدود          

تفـاوت  % 10هاي مختلف     دارد كه اين تعداد در بين نمونه      
 نكته تاكيد دارد كـه      بسياري از شواهد بر اين    ). 11(دارد  

 بـه اووسـيت بـه انـدازه     RNAشايد انتقال اين محتـواي      
انتقــال ژنــوم هاپلوئيــد اهميــت داشــته باشــد و امــروزه 
شواهدي مبني بر انتقال برخي صفات پدري به فرزند از          

هاي موجود در اسپرم وجود دارد        طريق همين رونوشت  
نهـا  شـد ت    چنانچه اين رونوشتها كه قبلاً تصور مي      ). 12(

بقاياي روند اسپرماتوژنز هستند، در تمايز اوليـه جنـين          
توانـد در پيـشبرد       هـا مـي     نقش داشته باشند، ايـن يافتـه      

تكنولوژي انتقال هسته سلول سوماتيكي در كلونينـگ و         
همچنين شناسايي عوامل موثر در ايجاد ناباروري مفيـد         

  ). 13(باشند 

                                                 
2- In Situ Hybridization 
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   در اسـپرم و در حقيقـت وجـود بيـان ژن             RNAحضور  
   سـال قبـل موضـوع بحـث         30در اين سلولها از بيش از       

دليل    سال اخير به   5علاقه به اين موضوع در      . بوده است 
هاي مولكولي مـدرن و نيـاز بـه ابـداع             آوري  گسترش فن 

هاي غيرتهاجمي براي مطالعـه و بررسـي عملكـرد           روش
چنانچـه اسـپرم    ). 14(بيضه، مجدداً افزايش يافتـه اسـت        

اي از رويدادهاي مولكـولي داخـل         زندهبتواند اطلاعات ار  
بيضه در اختيار بگذارد، در آن صورت نمونه مايع منـي           
حاصل از يـك روش غيرتهـاجمي بـراي ارزيـابي رونـد             

تـر از     اسپرماتوژنز در بيضه انتخابي بهتر و قابـل قبـول         
در واقع يكي از موارد اوليه استفاده . بيوپسي خواهد بود

RNA   عنوان يك ماركر     ز آن به   اسپرماتوزومي استفاده ا
ــت    ــين موفقي ــاربردي جهــت تعي مولكــولي حــساس و ك

براي تعيين عدم وجـود     . وازكتومي در انسان بوده است    
اسپرم در مايع مني، حضور ماركر مولكولي اختصاصي        

  ). 15(  توصيه شده استPRM-2اسپرم مانند 
ــه ــي     نظري ــداري برخ ــت نگه ــاره عل ــددي درب ــاي متع ه

ــر  ــت ن ــتها در گام ــود داردرونوش ــد  .  وج ــي رون در ط
اسپرماتوژنز پلهاي سيتوپلاسمي كه اسـپرماتيدهاي در       

كنـد، امكـان تبـادل        حال تمايز را به يكـديگر متـصل مـي         
برخـي  . كنـد   محصولات ژني در اين سلولها را فراهم مي       

ــد    ــت فاق ــن اس ــپرماتيدها ممك ــيتها و اس از اسپرماتوس
ــت ــل      رونوش ــراي تكمي ــاز ب ــورد ني ــروري م ــاي ض ه

ــد ــن . هاي اســپرماتوژنز و اســپرميوژنز باشــند فرآين اي
هاي مـورد نيـاز را از طريـق               توانند رونوشت     سلولها مي 

هاي مجاور تـأمين كننـد و رونـد اسـپرماتوژنز را            سلول
تـوان گفـت كـه ايـن تبـادل ژنـي توليـد             مي. تكميل نمايند 

ها بـر     ساير نظريه ). 16(دهد    اسپرم طبيعي را افزايش مي    
 بــراي خــود RNA هــستند و نقــش خــلاف ايــن فرضــيه

كـه متفـاوت از نقـش       ) احتمـالاً نقـش سـاختاري     (اسپرم  
ــا نقــش  RNAعملكــردي  ــروتئين اســت و ي  در ســنتز پ
ــناخته  ــوان   RNAناش ــك را عن ــه تخم ــال ب ــس از انتق  پ

شواهد موجود تأييدكننده آن است كه علاوه بر        . كنند  مي

هـاي اسـپرم در زمـان         سانتروزوم تعدادي از رونوشت   
زيرا بعد از لقـاح تعـدادي       . شوند   به تخمك منتقل مي    لقاح

هاي بارور شده شناسايي      از اين رونوشتها را در تخمك     
 و همكـاران    Rassoulzadeganگزارش  ). 13،11(اند    كرده

 اسپرم به تخمك، در نتيجه يك    RNAنشان داد كه انتقال     
گيـرد    رويداد مستقل از منشاء سانتروزومي، صورت مي      

)17.(  
ديگر با توجه به طيف گسترده علـل نابـاروري          از طرف   

در مـــردان انجـــام تحقيقـــات سيـــستماتيك در مـــورد 
بـا فـرض اينكـه    . شناسايي علل آن بسيار دشـوار اسـت      

RNA         اسپرم تصويري كلي از پتانـسيل اسـپرماتوژنيك 
تـوان از ايـن منبـع بـراي           كند، مـي    بيضه را مشخص مي   

  .)18(تحقيقات ناباروري مردان استفاده كرد 
ــه  ــر در مطالعـ ــان ژنحاضـ ــاي بيـ ، PRM2 ،PRM1 هـ

TSGA10 ،DAZ) 19 (AKAP4 ،SYCP3   ــين ــراي اول ب
كه هر يـك از ايـن    در اسپرم بالغ انسان بررسي شد بار

هاي اختصاصي در روند اسـپرماتوژنز        ژنها داراي نقش  
باشند؛ زيرا روند طبيعي اسپرماتوژنز ناشي        و بيضه مي  

ــي از ژن  ــان متناســب گروه ــ از بي ــصاصي در ه اي اخت
باشد كه برخي از آنهـا در         هاي اسپرماتوژنيك مي    سلول

ــد    ــامي مراحــل و برخــي در مراحــل خاصــي از رون تم
نتيجه فعاليت گروهي از اين     . شوند  اسپرماتوژنز بيان مي  

هاي هومولـوگ، سـيناپس و        ژنها جفت شدن كروموزوم   
ــه  ــوتركيبي و ب ــدهاي    ن ــدن كروماتي ــدا ش ــال آن ج دنب

باشــد كــه انجــام صــحيح ايــن  مــيخــواهري ضــروري 
فرآيندها به كمك سـاختارهاي ويـژه پروتئينـي بـه نـام             

شـود     تنظـيم مـي    SC(1(پروتئين كمـپلكس سـيناپتونمال      
)20 .(  

، SCP1 شامل سه گروه     SCهاي    در پستانداران پروتئين  
SCP2و SCP3    ــام ــه ن ــه ب ــستند ك ــده SYCP3 ه  خوان
 منحـــصراً در رده بلـــوغي SYCP3بيـــان . شـــوند مـــي
) در مرحلـه اسپرماتوسـيت    (هاي ژرمينـال بيـضه        لولس

                                                 
1- Synaptonemal Complex 
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فقــدان ايــن ژن ســبب اخــتلال در    . گيــرد انجــام مــي 
هــاي  ژن). 21(شــود  اســپرماتوژنز و بــاروري فــرد مــي

DAZ   هاي مستقر روي كرومـوزوم         گروهي از ژنY  را 
دهنــد كــه در افــراد مبــتلا بــه آزواســپرمي   تــشكيل مــي

حـداكثر  . شود هاي متعددي در اين نواحي ديده مي        حذف
هـاي     در اسپرماتوسـيت   DAZهـاي ژن      تجمع رونوشـت  

اوليه گزارش شده كه بيانگر آغاز رونويـسي در مرحلـه           
 A-Kinase Anchor). 22،23(باشـد   اسپرماتوگوني مـي 

Protein-4) AKP4 ( فراوانتـــرين پـــروتئين موجـــود در
Fibrous sheat)   ســاختار اســكلت ســلولي موجــود در

باشـد و تنهـا در مراحـل          مي) سپرمناحيه ابتدايي تاژك ا   
 انتقال پيام   AKAP4در غياب   . شود  بعد از ميوز بيان مي    

ــا    آنــزيم و فعاليــت هــاي گليكوليتيــك ارتبــاط خــود را ب
Fibrous sheat  از دست داده و در نتيجه حركت اسـپرم 

 Testis Specific Gene Antigen). 24(شـود   مختـل مـي  
)TSGA10 (ــسياري ــان، بيـــضه و بـ ــواع در رويـ  از انـ

شـواهدي مبنـي بـر      . شـود   تومورهاي سرطاني بيان مي   
). 25( در تقــسيم ســلولي وجــود دارد TSGA10دخالــت 
 دم اسـپرم  Fibrous sheat در ناحيـه  TSGA10پروتئين 

عـلاوه بـر ايـن بيـان ايـن ژن در            . شناسايي شده اسـت   
بـا  ). 26(مراحل تمايز در جنين موش گزارش شده است         

اين ژنها در رونـد اسـپرماتوژنز،       توجه به نقش گسترده     
 بــالغ اســپرمارزيــابي وجــود يــا عــدم وجــود آنهــا در  

 mRNA و نقـش     اسـپرم اطلاعات ارزشمندي از عملكرد     
  .آن در انجام اين عملكرد در اختيار قرار خواهد داد

  
  روش بررسي

افرادي كه جهت انجام اسپرموگرام و درمـان نابـاروري          
سينا مراجعه   كرر ابن به مركز درمان ناباروري و سقط م      

كرده بودند و علـت نابـاروري در آنهـا ناشـي از عامـل               
زنانه بود، پس از اعلام رضايت براي شركت در مطالعه،       

 فــرد داراي 5نمونـه اضـافي مـايع منـي     . انتخـاب شـدند  
ــي   ــپرمي طبيع ــاي اس ــتانداردهاي  (پارامتره ــابق اس مط

WHO(   ــا ــصي آنه ــپرموگرام تشخي ــام اس ــس از انج ، پ
هاي متحـرك داراي مورفولـوژي        اسپرم.  شد آوري  جمع

ــتفاده از   ــا اس ــي ب  ,Pure Sperm® ) Nidaconطبيع

Sweden (     صـورت    طي مراحل سانتريفوژ شيب غلظت به
بـراي  . هاي مايع مني جدا سازي گرديـد        خالص از نمونه  

ــشت    ــزودن محــيط ك ــا اف ــور ب ــن منظ  Ham’s F-10اي
)Sigma, USA ( 80و % 40هـاي   غلظـت %Pure Sperm   

 از ml2 سپس در يك لوله سـانتريفوژ ابتـدا   . تهيه گرديد
 Pure Sperm% 40 از غلظـت  ml2و روي آن % 80غلظت 

اي انجـام شـد كـه دو          ها به گونه    افزودن لايه . اضافه شد 
 مايع منـي    ml2 روي آن    سپس. لايه با هم مخلوط نشود    

.  شـد  فوژيسـانتر  g300 با دور    min20اضافه و به مدت     
با دقت و % 80هاي رسوب كرده از لايه  پس از آن اسپرم

پـس از   . هـا جـدا گرديـد       بدون مخلوط شدن با ساير لايه     
 ml7/0شستشوي اسپرمها با محيط كشت به آن حـدود          

اضـافه و  ) RNA-Bee)Tel-Test Inc., USA از محلـول  
ــتخراج  ــراي اسـ ــايع RNAبـ ــه ) -C196°( در ازت مـ بـ

ي بيـضه   نمونه بيوپس . آزمايشگاه مولكولي منتقل گرديد   
عنــوان  هــاي اســپرماتوژني بــه طبيعــي حــاوي تمــام رده
  .كنترل مثبت استفاده شد

هــاي اســپرم و بيــضه بــا   نمونــهRNA: RNAاســتخراج 
و طبــق ) RNA-Bee) Tel-Test Inc., USAاســتفاده از 
هـاي    نمونـه ). 27(ـ كلروفرم استخراج گرديد       روش فنول 

RNA       تا زمان انجام آزمايش در °C70-   د نگهـداري ش ـ .
 A260/A280 استخراج شده بـا تعيـين نـسبت          RNAكيفيت  

  ).7/1> >2(ارزيابي گرديد 
ــام  ــد:RT-PCRانجـ ــاوي Total RNA از μl1 ا ابتـ    حـ

gμ150 RNA دقيقــه در دمــاي 7 بــه مــدت °C65 قــرار 
.  شكـسته شـوند    RNAاي    گرفت تـا اتـصالات دو رشـته       

 Fermentase, EU (5X Reaction(ســپس بــه همــراه 

Buffer ،lμ2 (10mM) dNTP) Roche, Germany( ،lμ2 
Random hexamer (20mM) (Roche, Germany)   

   M-MuLV RT  (200U/µl) از آنـــــــــــزيمlμ1و 
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)Fermentase, EU(1 دقيقـه در دمـاي   60 به مدت °C42 
 جهت غير فعال    C95° دقيقه در    10 و   cDNAجهت سنتز   

  .شدن آنزيم قرار داده شد
 و ســنتز RNAاج بــراي كنتــرل كيفيــت مراحــل اســتخر 

cDNA از ژن house keepingاسـتفاده شـد  2 بتا اكتين  .
هاي حاوي رونوشت بتـا اكتـين بـه عنـوان             سپس نمونه 

  . هاي مثبت براي انجام مراحل بعدي انتخاب شدند نمونه
براي انجام كنترل و صحت شناسايي رونوشـتها از هـر           

اي طراحي شد كه بـر روي         جفت پرايمر يك عدد به گونه     
گزون مجاور قرار گيرد، در ايـن حالـت بانـد مـورد             دو ا 

ــراي   ــار ب ــالي  RNAانتظ ــد احتم ــوچكتر از بان  DNA ك
  ).28(ژنوميك خواهد بود 

ــه :PCRانجــام  ــا اســتفاده از پرايمرهــاي  cDNA نمون  ب
، بـا اسـتفاده از بانـك        )1جـدول (اختصاصي طراحي شد    

در SYCP3 ، مربـوط بـه ژن   )1جـدول   (BLASTژني و 
ثيـر شـده و سـپس متعاقـب آن واكـنش          تك PCRواكنش  

 اول و PCR بـــــا اســـــتفاده از محـــــصول PCRدوم 
با اسـتفاده   .  انجام گرفت  Nestedپرايمرهاي اختصاصي   

، PRM1  ،PRM2هاي    از پرايمرهاي اختصاصي براي ژن    
TSGA10 ،AKAP4 و DAZواكــــنش   وPCR يــــك 

                                                 
1- Mouse Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 
Transcriptase 
2- β-actin 

  . اي انجام گرفت مرحله
 اسـپرم  هـاي   نمونـه  cDNA بـا اسـتفاده از  PCRواكنش 

 µl5/210X PCR bufferصـورت جداگانـه،    طبيعـي بـه  

)Roche Germany( ،µl5/1) mM/l25 (MgCl2 ،lµ1 
dNTP ) mM10( ،µl1 پرايمر )pM10( ،2/0  آنـزيم Taq 

polymerase) Roche, Germany) (lµ/U5 ( وµl8/16 
DDW3  هـاي     نمونه. ، انجام گرفتcDNA     ابتـدا در ˚C94 

ك رشته در آمد و پرايمرهـا       صورت ت    دقيقه به  5به مدت   
 متـصل شـدند و   DNAبه Ta  ثانيه در دماي 30در مدت 
 دقيقه در سيكل نهايي     7 ثانيه در هر سيكل و       30به مدت   

  . انجام گرفت4طويل سازي
 ,Agarose LE, Roche( در روي ژل آگـارز  PCRانجام 

Germany (2 % تحــت 95 دقيقــه بــا ولتــاژ 45بــه مــدت 
آميزي و  و با اتيديوم برمايد رنگالكتروفورز قرار گرفت 

 محـل بانـدهاي جداسـازي      UVسپس تحت تابش اشـعه      
  . شده آشكار شد

دســت آمــده، پــس از  جهــت كنتــرل كيفــي بانــدهاي بــه 
ــميد     ــه پلاس ــال ب ــتخراج از ژل و انتق  در PGM5ZFاس

، كلون و پس از تخليص پلاسميد تعيـين         JM109باكتري  
در بانك ژني تطبيـق     توالي باند انجام و با توالي موجود        

                                                 
3- Double Distilled Water 
4- Extension 

 مايع مني افراد مبتلا به آزواسپرمي غيرانسدادي مراجعه كننده به مركز cDNAهاي   نمونهPCR توالي پرايمرهاي استفاده شده در واكنش - 1جدول 
  سينا درمان ناباروري و سقط مكرر ابن

Target Primer sequences Band size Ta(˚C)*
 

β-actin F:5'-cgcgagaagatgacccagatcatg-3' 
R:5'-cacccacactgtgcccatctacgt-3' 155bp 62 

DAZ F:5'-gggtgttaccagaaggcaaa-3' 
R:5'-gctgctttggtagatacggttc-3' 106bp 60 

AKAP4 F1:5'-agatgtctgatgatattgactgg-3' 
R1:5'-tgctgtcatttctagacgtagg-3' 542bp 57 

SYCP3  

F1:5'-tgcggtgtgtttcagtcagg-3' 
R1:5'-catattacttaggttcaagttc-3' 
F2:5'-aaatatggtgtcctccgga-3' 
R2:5'-tcttcaaagagtcatcag-3' 

842bp 52 

PRM1  F1: 5'-atggccaggtacagatgctgtcgcag-3' 
R1:5'-gtacctggggcggcagcacctcatgg-3' 132bp  62  

PRM2 F1:5'-agggggtcacctagggactctctgc-3' 
R1:5'-gctgagcccggagcacgtcgaggtc-3' 184bp 62 

TSGA10 F1:5'-gggtgttaccagaaggcaaa-3' 
R1:5'-gctgctttggtagatacggttc-3' 100bp 59 
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  ). 29،30(داده شد 
  

  نتايج 
 در نمونــه بافــت بيــضه طبيعــي بــه PCRنتــايج واكــنش 

الذكر يـك بانـد در        هاي فوق   عنوان كنترل مثبت براي ژن    
، يـك بانـد     β-actin نوكلئوتيدي مربوط به ژن      155ناحيه  

، يـك   SYCP3ي مربوط بـه ژن      دينوكلئوت 842در ناحيه   
 و DAZي مربـوط بـه ژن   دي ـنوكلئوت 106باند در ناحيه 

هـاي اختـصاصي بيـضه         بررسي بيـان ژن    -1شكل  
 مربوط به total RNA با استفاده ازRT-PCRتوسط 
هـــاي مـــايع منـــي بيمـــاران آزواســـپرمي   نمونـــه

ــسداد ــان     غيران ــز درم ــه مرك ــده ب ــه كنن ي مراجع
 الـي   1هاي    شماره(سينا    ناباروري و سقط مكرر ابن    

. نمونـه كنتـرل منفـي     ) -(نمونة كنترل مثبت،    (+) ؛  )4
  ؛ PRM1) ،  دSYCP3) ؛ جAKAP4) ؛ بDAZ) الـف

  .β- actin) ؛ زTSGA10) ، و PRM2) هـ
 

bp842 

bp184  

bp100  

bp106 
bp542  

bp132  

bp155  
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ي مربـــوط بـــه ديـــنوكلئوت 500يـــك بانـــد در ناحيـــه 
 در PRM1ژن باند مربوط بـه  .  را نشان داد AKAP4ژن

 مـشاهده   bp184 در ناحيـه     PRM2 و باند    bp132ناحيه  
 bp100 در ناحيــه TSGA10بانــد مربــوط بــه ژن . شــد

  .مشاهده گرديد
 در DAZ و TSGA10 ،PRM1 ،PRM2هـــــــــــاي  ژن

بيـان  .  و بافت بيـضه بيـان شـدند        اسپرم بالغ هاي    نمونه
 در نمونه اسـپرم بـالغ ديـده         AKAP4  ،SYCP3هاي    ژن

) بافت بيضه طبيعـي   (نشد؛ در حاليكه نمونه كنترل مثبت       
  ).1شكل (دهد  بيان ژن را نشان مي

نتايج كلونينـگ و تعيـين تـوالي نيـز صـحت تـوالي بانـد                
  .ييد كردمشاهده شده را تا

  
         بحث

در گذشته تصور بر ايـن بـود كـه اسـپرم بـالغ از نظـر                 
دهد كـه     رونويسي خاموش است؛ شواهد اخير نشان مي      

تـري    شـد عـضو فعـال       هسته اسپرم از آنچه تصور مـي      
 در  mRNAتحقيقات، حضور رونويـسي فعـال       . باشد  مي

مطالعات نشان داده كـه     ). 19،31(كنند    اسپرم را تأييد مي   
ــاميني و   اســپرم حــاوي بخــشهــسته هــاي نوكلئوپروت

هـاي نوكلئوهيـستوني      قـسمت . باشد  نوكلئوهيستوني مي 
باشند و    فشردگي كمتري داشته و حساس به نوكلئاز مي       

هاي مورد نياز براي عملكرد اسـپرم         احتمالاً در بيان ژن   
دانـيم كـه بخـشي از         امروزه مـي  ). 32(كنند    نقش ايفا مي  

ــواي  ــود در اmRNAمحت ــاير    موج ــاي ذخ ــپرم بقاي س
mRNA ســنتز شــده در مراحــل انتهــايي اســپرماتوژنز 

 mRNAاست كه به اسـپرم منتقـل شـده و بخـش ديگـر         
).  10،19،33(باشـد     سنتز شده توسط سلول اسـپرم مـي       

 اختصاصي در اسپرم بـالغ بـا كرومـاتين          mRNAسنتز  
بررسـي  . اي برخوردار است    متراكم شده از اهميت ويژه    

 در اســپرم و نحــوه عملكــرد ايــن  مكانيــسم رونويــسي
رونوشتها در اين سلول و در مراحل لقاح و تكوين اوليه           

سـلول  . باشـد   جنين نيازمند تحقيقات مولكولي دقيق مـي      

 و متـراكم شـدن   DNAاسپرم با وجود پروتامينه شـدن     
سازي براي انتقـال بـه تخمـك، سـنتز            هسته جهت آماده  

mRNA  نـين بـا    همچ. دهـد   صورت فعال انجـام مـي        را به
توجه به اينكه در برخي تحقيقات اسپرم انسان بـه مـدت         

 روز در محيط مناسـب خـارج از بـدن زنـده             17بيش از   
و با توجه به نيمه عمـر كوتـاه         ) 34(نگهداري شده است    

mRNA  هـاي    هاي مـورد نيـاز جهـت فعاليـت           و پروتئين
 جديـد و    mRNAسلول، اسپرم بالغ بايد توانـايي توليـد         

  .شتها به پروتئين را داشته باشدترجمه اين رونو
Gur ترجمــه 2006 در ســال mRNA  اســپرم توســط 

در سال  ). 4(هاي ميتوكندريايي را گزارش كرد        ريبوزوم
 توسط همين شخص نـشان داده شـد كـه اسـپرم             2008

بالغ در مراحل پاياني بلوغ و قبل از انتقال بـه تخمـك بـا            
. نـد ك   خود پروتئين سـنتز مـي      mRNAاستفاده از ذخاير    

ــارگيري   ــا بكـ ــروتئين بـ ــنتز پـ ــه سـ وي نـــشان داد كـ
هــاي ميتوكنــدريايي و بــدون دخالــت سيــستم  ريبــوزوم

اين پروتئينها  . گيرد  رونويسي سيتوپلاسمي، صورت مي   
هاي تجزيه شده هـستند و يـا          يا جايگزيني براي پروتئين   

پروتئينهايي هستند كه در فرآينـدهاي لازم بـراي قـدرت      
يـت پـذيري، افـزايش شـديد        باروري اسـپرم شـامل ظرف     

باشـند   حركت و واكنش آكروزومي اسپرم مورد نياز مي     
)35.(  

 اسپرم در   mRNAاخيراً نشان داده شده كه مقاديري از        
زمان لقاح به تخمك منتقل شده تا در فاصله زماني قبـل            
از فعال شدن ژنوم جنيني با اسـتفاده از سيـستم توليـد             

  ). 36(پروتئين سلول تخم بتواند به پروتئين تبديل شـود          
هاي موجود در اسـپرم كـه         رسد كه رونوشت    به نظر مي  

شد بقايـاي حاصـل از مراحـل انتهـايي            زماني تصور مي  
رماتوژنز هستند به طور فعـال توسـط اسـپرم بـالغ            اسپ

توليد شده و بـراي رشـد جنـين در مراحـل اوليـه نقـش               
ها در زمينه انتقـال هـسته         اين يافته . حياتي داشته باشند  

سوماتيكي در تكنولوژي كلونينگ اهميـت زيـادي دارنـد          
)13.(  
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  عنوان منبع مولكولـي  اسپرم را بهRNAبرخي گزارشها 
طي سـاليان گذشـته     . اند  وري معرفي كرده  تحقيقات نابار 

RNA           اسپرم به عنوان روش تشخيـصي مناسـب جهـت 
  . ارزيابي موفقيت وازكتومي معرفي شده است

حـــضور انـــواع رونوشـــتها در مراحـــل مشخـــصي از 
اسپرماتوژنز نمايانگر فعاليت خاص اين رونوشتها و يـا         

. باشـد   پروتئين حاصل از آنها در مقطع زماني خاص مي        
 و DAZ ،PRM2 ،PRM1هــاي   رونوشــت ژنحــضور

TSGA10    ــن ــال اي ــش فع ــانگر نق ــالغ نماي ــپرم ب  در اس
رونوشتها يا پروتئين آنها در عملكـرد طبيعـي اسـپرم و            

هاي بعدي اسپرم طـي مراحـل لقـاح و            احتمالاً در فعاليت  
در حاليكـه برخـي ژنهـا ماننـد     . باشـد  تكـوين جنـين مـي   

AKAP4  ،SYCP3      پرماتوژنز،  كه در مراحل ابتـدايي اس ـ
گيري فرم طبيعي اسپرم بـالغ نقـش            تقسيم ميوز و شكل   

هـاي آنهـا تجزيـه شـده و در            دارند و بقايـاي رونوشـت     
  . اسپرم بالغ نيز بيان اين ژنها وجود ندارد

احتمال ديگري كه حضور اين گونه رونوشتها در اسپرم         
مطرح شده بيان فعال و انتخابي اين ژنها در اسپرم بالغ           

در حاليكه برخي محققين عقيده دارند كه بيـان         باشد؛    مي
ــالغ صــورت نمــي  ــرد  ژن در اســپرم ب از ). 2،5،9،37(گي

هاي بيضه    طرف ديگر تحقيقات اخير با استفاده از نمونه       
هــاي مشخــصي از اســپرماتوژنز   در رده1داراي توقــف

انـد    هاي اختصاصي بيضه را تعيين كرده       مرحله بيان ژن  
اي شروع به     از چه مرحله  كه ژن اختصاصي بافت بيضه      

اي از اسـپرماتوژنز بيـان آن         بيان كرده و در چه مرحله     
متوقف شـده و عملكـرد پـروتئين حاصـل از آن در چـه           

 عنـوان مثـال در مطالعـه     بـه . كنـد  اي بـروز مـي   مرحلـه 

Arabi نــشان داده شــد كــه بيــان ژنSYCP3 از مرحلــه 
ف اسپرماتوسيت اوليه آغاز و در مرحله اسپرماتيد متوق       

بنابراين نتايج حاصل از اين مطالعه مبنـي        ). 21(شود    مي
ــدم حــضور رونوشــت  ــر ع ــاي  ب  در اســپرم SYCP3ه

ــشان ــاي     ن ــامي بقاي ــال تم ــدم انتق ــده ع  از mRNAدهن

                                                 
1- Arrest 

هـاي موجـود در       اسپرماتيد به اسپرم بوده و رونوشـت      
صورت فعال پـس از مرحلـه اسـپرميوژنز           اسپرم بالغ به  

 مواردي در مراحل اوليه     چنانچه رونوشت . اند  توليد شده 
اسپرماتوژنز شامل اسپرماتوگوني، اسپرماتوسيت اوليه     
ــالغ   و ثانويــه حــضور نداشــته باشــد، امــا در اســپرم ب

توان نتيجه گرفت كه ايـن ژن         حضور آنها تأييد شود مي    
ــه ــان    ب ــاني اســپرماتوژنز بي ــال در مراحــل پاي   طــور فع

  . شده است
در ) 1و2 (از طرف ديگـر حـضور رونوشـت پروتامينهـا         

اسپرم بـالغ كـه كرومـاتين آن متـراكم شـده اسـت ايـن                
كند كه علت حضور آن چيـست؟ آيـا    سئوال را مطرح مي  

در مراحل اوليه لقاح نقش دارد؟ از طرفي در جنـين نيـز             
بايد ايـن پروتامينهـا از اطـراف كرومـاتين اسـپرم جـدا              

توان  دليلي كه مي. هسته پدري تشكيل شود شوند تا پيش 
ن حضور تصور نمـود، تـداوم پروتامينـه شـدن           براي اي 

ــدن آن در     ــا ش ــوغ و ره ــس از بل ــپرم پ ــاتين اس كروم
هاي سمينيفروس و مايع مني است؛ زيـرا همـانطور            لوله

كه قـبلاً اشـاره شـد در اسـپرم بـالغ عـلاوه بـر نـواحي           
دار نيـز وجـود       پروتامينه در كروماتين، نواحي هيستون    

واحي فعــال بــراي احتمــالاً ايــن نــواحي همــان نــ. دارنــد
ــسخه ــرداري از  ن ــاز  DNAب ــه در صــورت ني  باشــند ك

مكانيــسم كنتــرل داخــل ســلول در مراحــل مختلــف ايــن 
تأييد . دار را با پروتامين جايگزين نمايند       نواحي هيستون 

ــد انجــام مطالعــات روي كرومــاتين   ايــن مطالــب نيازمن
   Wykesطوريكـــه در مطالعـــه  بـــه. باشـــد اســـپرم مـــي

 در اسپرم به همان     PRM2 و   PRM1 نشان داده شده كه   
 )PRM1<PRM2(نسبتي است كه در بيضه وجـود دارد         

)38  .(  
هـاي مختلـف بـر حـسب          رسد كه ژن    بنابراين به نظر مي   

صورت انتخابي در مراحل مختلف بيـان         نياز سلول و به   
هـاي دخيـل در       شود و اسپرم بـالغ نيـز بـا بيـان ژن             مي

سـازي    آمـاده سـازي و در نهايـت         بنـدي و فـشرده      بسته
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سلول جهت انتقال ژنوم پدري بـه تخمـك، نيـاز خـود را          
  . سازد مرتفع مي

  

  نتيجه گيري 
در مطالعه حاضر براي اولـين بـار نـشان داده شـد كـه               

 نه تنها در بيضه طبيعي بلكه       TSGA10 و   DAZهاي    ژن
شوند؛ كه اين امر آنهـا   در اسپرم بالغ انسان نيز بيان مي  

 مناسب جهـت تعيـين حـضور        را به ماركرهاي مولكولي   
ــردان    اســپرم و بررســي وضــعيت اســپرماتوژنز در م
نابارور، بـدون نيـاز بـه انجـام عمـل تهـاجمي بيوپـسي               

 و  PRM2هـاي     همچنـين بيـان ژن    . كنـد   بيضه، تبديل مي  
PRM1 16( در اسپرم بالغ تأييد شد.(  

 نيز براي اولـين بـار در        AKAP4  ،SYCP3هاي    بيان ژن 
دهنده بيان ايـن سـه     نتايج نشان.اسپرم بالغ بررسي شد   

ژن در نمونه بيوپسي بيضه طبيعي و عدم بيان آنهـا در            
  مطالعات قبل نشان داده بود . باشد اسپرم بالغ انسان مي

 در مرحله اسپرماتوسيت اوليه SYCP3كه رونوشت ژن 
 ايــن ژن در اســپرم بــالغ RNA؛ امــا )21(حــضور دارد 
راحـل پايـاني    حذف ايـن رونوشـتها در م      . وجود نداشت 

دليل اتمام عملكرد اين رونوشتها و عـدم نيـاز            احتمالاً به 
اسپرم بالغ به اين رونوشـتها بـراي عملكردهـاي بعـدي            

  . باشد خود مي
 اسپرم بالغ روند رو به رشد RNAتحقيقات بيشتر روي 

هـاي    استفاده از ابزارهـاي دقيـق مولكـولي جهـت روش          
 بـه آگـاهي از      اين امر منجر  . كند  تشخيصي را تسريع مي   

فرايند مولكولي لقاح در انسان و ساير پستانداران و نيز          
شناســايي علــل مولكــولي بــسياري از مــوارد نابــاروي  

باشـد و   خواهد گرديد كه امروزه براي ما ناشـناخته مـي        
ــسيم   ــشخص تق ــت نام ــا عل ــا ب ــدي  در رده ناباروريه بن

  .شود مي
  

  تشكر و قدرداني
صميمانه مدير محتـرم    نويسندگان اين مقاله از همكاري      

مركز فوق تخصصي درمـان نابـاروري و سـقط مكـرر            
سينا، جناب آقاي دكتر مدبري و كارشناسـان حـوزه            ابن

پژوهش سركار خانم سوادي شيرازي و سـركار خـانم          
  . نمايند اصغري تشكر و قدرداني مي
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