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 تايج تكنيك هاي كمك باروري                                                      دكتر شهناز رضوي و همكاران  اسپرم بر نDNAارزيابي آسيب هاي  

 21/ 1387 بهار/ )42شماره پياپي ( 1شماره / يازدهم سال                                                 كمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ارا

  تكنيك هاي كمك بارورياسپرم بر نتايج  DNAارزيابي آسيب هاي 
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 5/10/86  ، تاريخ پذيرش 28/6/86تاريخ دريافت
  چكيده
از جمله ايـن نقـايص آسـيب        . باشد هاي عملكردي و ساختاري متفاوتي مي       اسپرماتوزوآ مردان نابارور اغلب داراي نقص      :مقدمه
DNA    تواند ناشي از فراگمنتاسيون       اسپرم است كه ميDNA  هاي اپي ژنتيك باشـد     بندي نا مناسب كروماتين و نقص       ، بسته. 

  .اسپرم بر نتايج تكنيك هاي كمك باروري صورت گرفته است DNAسيب هاي اين مطالعه به هدف ارزيابي آ
زوج نابارور مراجعه كننده به مركز باروري و نابـاروري            92هاي مايع مني از    اين مطالعه از نوع تجربي بوده و نمونه       :  روش كار 

بخش اعظم آن     و WHO براساس معيار    هاي مايع مني جهت آناليز پارامترهاي اسپرمي       بخشي از نمونه  . آوري شد  اصفهان جمع 
،  )CMA3(باقيمانده نمونه جهت ارزيابي وضعيت كروماتين از جمله كمبود پروتامين           .  آماده گرديد  IVFو   ICSIجهت  انجام    
 توسط رنگ آميزي ايمنو فلورسنت مورد DNA و متيلاسيون ) DNA) Sperm Chromatin Dispersion فراگمنتاسيون

 تجزيه و تحليل اطلاعات با استفاده از آمار توصيفي، آزمون هاي آمـاري همبـستگي و آزمـون تـي صـورت                 .استفاده قرار گرفت  
  .گرفت
، ميـزان لقـاح و درصـد مرفولـوژي غيـر            DNA مثبت با فراگمنتاسيون     CMA3هاي   دار بين درصد اسپرم    ارتباط معني : نتايج

.  مشاهده نشد  DNAمرفولوژي غير طبيعي و ميزان متيلاسيون       كه  ارتباطي بين درصد       در حالي  .وجود دارد ) >05/0p(طبيعي  
، درصد مرفولوژي طبيعي و )ICSI )03/0=Pداري را با ميزان لقاح   ارتباط معكوس معنيDNA علاوه درصد فراگمنتاسيون ه ب

 ـ.  سـت  چنداني نداشـته ا تأثيرIVF   نشان داده در صورتي كه بر ميزان باروري در بيمارانDNAميزان متيلاسيون  عـلاوه،  ه ب
 اسپرم با ميزان كليواژ، كيفيت جنين و حاملگي بررسي          DNA ، كمبود پروتامين و متيلاسيون       DNAارتباط بين فراگمنتاسيون    

   .باشد دار نمي شد كه از لحاظ آماري معني
 ايـن  درهاي مورد ارزيابي پارامتر. باشد هاي مني هتروژن بوده و احتمالا شامل اسپرم با نقايص متفاوت مي       نمونه :نتيجه گيري 

  بر روي ميزان لقاح است در صـورتي          DNAگر تاثير نقايص اسپرمي مانند كمبود پروتامين و ميزان فراگمنتاسيون             بيان ،مطالعه
 در آينـده    ART اين نقايص بر روي نوزادان حاصـل از          تأثير اگرچه احتمالاً . كه برروي تكامل و ميزان حاملگي موثر نبوده است        

 .ه تحقيق بيشتري داردنياز ب
، تزريـق درون     )IVF(، لقـاح آزمايـشگاهي    DNA فراگمنتاسـيون     كمبـود،   پروتـامين،  ،DNA متيلاسـيون    :واژگان كليدي 

   ) CMA3 (A3، كرومومايسين  )ICSI(سيتوپلاسمي اسپرم بداخل تخمك 
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   اسپرم بر نتايج تكنيك هاي كمك باروري                                                        دكتر شهناز رضوي و همكارانDNAارزيابي آسيب هاي 

 22/ 1387 بهار/ )42ياپي شماره پ( 1شماره / يازدهم سال                                              كمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ارا

  مقدمه
 و 1978 در ســال IVFاولــين نــوزاد حاصــل از روش

هـا   هـر دو ايـن روش  . دنيا آمـد ه  ب1992در سال  ICSI  1روش
نتايج مطلوب  هاي نابارور پيشنهاد شده و    مكرراَ در رابطه با زوج    

  .)1(آنها مشاهده  شده است 
هـاي   مردان نابـارور اغلـب داراي نقـص       اسپرماتوزوآ  

آناليزاسـتاندارد  . )3،2(باشـد  عملكردي و ساختاري متفـاوتي مـي      
باشد،  تحرك و مرفولوژي اسپرم مي      شامل غلظت،   كه مايع مني 

 .در نظر گرفتـه مـي شـود       "زيستي حساس "عنوان يك ماركر  ه  ب
تواننـد اطلاعـاتي درمـورد سـلامت مـاده       اما ايـن ماركرهـا نمـي    

 اسـپرم   DNAآسـيب   . )4(ما بدهند ه  هاي مذكر ب   متژنتيكي گا 
بنـدي نـا مناسـب        ، بـسته   DNAتواند ناشي از فراگمنتاسيون      مي

  .)6، 5(هاي اپي ژنتيك باشد كروماتين و نقص
ــيون  ــپرم DNAفراگمنتاس ــي اس ــا حــصل   م ــد م توان

، )7(در طي فرآينـد اسـپرماتوژنز      بندي كروماتين  اختلال در بسته  
هاي   يا توليد  بيش از حد راديكال     )8(انزالآپوپتوز ناقص قبل از     

قـرار گـرفتن در     . )9(در مـايع منـي باشـد       ) ROS(آزاد اكسيژن   
معـرض مـواد سـمي محيطــي يـا صـنعتي، اسـترس اكــسيداتيو و       

ــيگار و     ــصرف س ــا م ــي ي ــل ژنتيك ــي ... عوام ــز م ــد در  ني توانن
  .)10(اسپرم و ايجاد ناباروري موثر باشند DNAفراگمنتاسيون 

ــواهد   ــي  ش ــشان م ــدارك كلينيكــي ن ــه    و م ــد ك دهن
اسپرم بر نتايج باروري اثرات مضر و مخرب         DNAهاي   آسيب

ها در مردان نابـارور نـسبت بـه مـردان            داشته و ميزان اين آسيب    
عـلاوه مطالعـات مختلـف      ه  ب ـ. باشـد  مراتـب بيـشتر مـي     ه  بارور ب 
تواند بـر     مي DNAگر اين موضوع است كه فراگمنتاسيون        بيان

تـأثير  چنين ميزان لقاح و حـاملگي        امترهاي اسپرم و هم   روي پار 
  نـشان دهنـده   ،   DNAدرجه فراگمنتاسيون   . )11، 8(ردمنفي گذا 

ايـن پـارامتر از ايـن جهـت         . هاست سلامت ماده ژنتيكي گامت   
 ايجاد شـده    DNAهاي   باشد كه بسياري از انواع آسيب      مهم مي 

                                                 
1- Intra Cytoplasmic Sperm Injection .  

ي مهـار   هـا  هـا و ژن    طور معمـول درانكـوژن    ه   ب ،ها توسط جهش 
         .)12(شوند كننده تومور جهش يافته نيز مشاهده مي

ــالغ در نتيجــه جــايگزيني    ــاتين  اســپرماتوزوآ ب كروم
شـدت  ه  ها طي اسـپرميوژنز، ب ـ     هاي هيستوني با پروتامين    پروتئين

 بـه   متـراكم شـدن كرومـاتين احتمـالاً       . باشد متراكم و فشرده مي   
هـاي مناسـب     دن ژن بيان ش ـ  هاي والدي و   ريزي مجدد ژن   برنامه

. )14،13(كند براي مراحل اوليه تكوين و تكامل جنين كمك مي        
بنابر اين سطح متـراكم شـدن صـحيح كرومـاتين بـراي توانـايي               

 هـر گونـه نقـص در         و رسد لقاح يافتن اسپرم ضروري به نظر مي      
 تـأثير تواند بر روي ميزان لقاح و تشكيل جنين          طي اين روند مي   

 بــا ســاختار كرومــاتين اســپرم معمــولاًهــا در  نقــص. )15(گــذارد
هـاي   اي  و يـا شكـست       هـاي هـسته    محتواي غير طبيعي پـروتئين    

ــته  ــي      DNAرش ــر طبيع ــواي غي ــن محت ــه اي ــت ك ــراه اس  هم
  هاي متفـاوتي ماننـد   اي با استفاده از تكنيك هاي هسته پروتئين

TUNEL)16(      ،SCSA )17(      ،AO )18(      ،SCD )19(  
  .گردد  ارزيابي مي)CMA3 2 )20و

هاي ژنتيكي ماننـد     مطالعات اخير در زمينه نا هنجاري     
 ICSIعنـوان نتـايج     ه  ب ـ هاي آنگلمـن و بكويـت ويـدمن        سندرم

هـاي اخيـردر    اين تحقيقات با گزارش. )21،1(گزارش شده است 
ــا    ــه بـ ــپرم و نقـــص imprintingرابطـ ــي اسـ ــاي    غيرطبيعـ هـ

ــي   ــت م ــپرماتوژنز حماي ــود اس ــورد   . )21(ش ــز در م ــداركي ني م
با متيلاسيون هيستون وجود دارد كه پيـشنهاد  DNA سيون متيلا
  يكـي از كــدهاي اثـر گــذار بــر    DNAكننــد، متيلاسـيون  مـي 

در نتيجه متيلاسيون ديمرهاي    . باشد بازسازي هترو كروماتين مي   
 اثر قابـل تـوجهي بـر بيـان ژن و            DNAسيتوزين رشته   -گوآنين

كي از  تحقيقات قبلـي حـا    . )22(ساختار كروماتين خواهد داشت   
نقش حياتي  ساختار كروماتين اسپرم در رابطه با ايجاد و حفـظ             
الگوهاي اپي ژنتيـك مناسـب طـي فرآينـد اسـپرميوژنز اسـت و         

 همــراه بــا  عوامــل خطــر توانــايي خــود را جهــت شناســايي    
  .)23،6(هاي فرآيند اسپرماتوژنز بهبود بخشيده است ناهنجاري

                                                 
Chromomycin A3 2  
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   اسپرم بر نتايج تكنيك هاي كمك باروري                                                        دكتر شهناز رضوي و همكارانDNAارزيابي آسيب هاي 

 23/ 1387 بهار/ )42ياپي شماره پ( 1شماره / يازدهم سال                                              كمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ارا

 زهــاي اختــصاصي اســپرماتوژن مطالعــات بــر روي ژن
دهـد كـه دسـت يـابي بـه الگـوي متيلاسـيون مناسـب                 نشان مـي  

DNA وسيله ژنوم اسـپرم نقـشي حيـاتي دربلـوغ اسـپرم ايفـا              ه   ب
نه تنها در طي فرآينـد اسـپرماتوژنز،   DNA  متيلاسيون . كند مي

سـطح  . )24(بلكه در مرحله عبـور از اپيديـديم نيـز اهميـت دارد             
هـا    تكوين جنـين   هاي مذكر و مونث برتوانايي     متيلاسيون گامت 

در نتيجه سطح متيلاسيون نا مناسـب در        . نيز اثرگذار خواهد بود   
كه ظـاهر آنهـا سـالم بـه          تواند در حالي    مي  يك يا هر دو گامت    

رسد، باعث نقص يا شكـست در فرآينـد تكـوين جنـين              نظر مي 
  .)25(باشد

هــدف ايــن مطالعــه بررســي اثــر وضــعيت كرومــاتين 
 د پروتـامين و متيلاسـيون  ، كمبـو DNA شـامل فراگمنتاسـيون  

DNA       برروي نتايج حاصـل ازART 1        و ارزيـابي ارتبـاط بـين
  .باشد پارامترهاي مذكور مي

   

  روش كار
ايـن مطالعـه از     : آناليز پارامترها وآماده سـازي اسـپرم      

 زوج نابـارور كـه      92هاي مـايع منـي از        نوع تجربي بوده و نمونه    
 نابـاروري  بـه مركـز بـاروري و    ICSI و IVF بـراي درمـان   

مـايع منـي در     .  اصفهان مراجعه كرده بودنـد، جمـع آوري شـد         
 روز پرهيز از مقاربت آمـاده       3-4روز تخمك گذاري ، پس از       

هـاي منـي بـراي انجـام ايـن           گرديد و با اخذ فرم رضايت، نمونه      
هـاي منـي     بخـشي از نمونـه    .  تحقيق مورد اسـتفاده قـرار گرفـت       

) تحرك و مرفولـوژي    ،غلظت(جهت آناليز پارامترهاي اسپرمي   
 بررسـي  WHOبا استفاده از ميكروسكوپ نوري براساس معيار  

ــد ــور      )26(ش ــت پي ــتفاده از گراديان ــا اس ــم آن ب ــش اعظ  و بخ
از .   آمـاده گرديـد  ICSI و IVF  جهت انجـام ) 80:40(2اسپرم

،  )DNA)5MC باقيمانده نمونه براي ارزيابي ميزان متيلاسيون 
بـه ترتيـب     DNAراگمنتاسيون  و ف  ) CMA3(كمبود پروتامين   

متيل سيتوزين، رنگ آميـزي     -5از رنگ آميزي ايمنوفلورسنت     
                                                 
1 - Assisted Reproductive Technology 
2 - Pure Sperm Gradients 

ذكر است ه لازم ب. دش  بهره گرفته SCD 3 وA3كرومومايسين 
جز موارد اشـاره شـده در       ه  تمامي مواد مصرفي در اين مطالعه  ب       

  .متن از شركت سيگما تهيه گرديده است
بعـد از     :سـيت تزريق اسپرم بـه درون سيتوپلاسـم اوو       

ــري تخمــك ــا در محــيط   اووســيت،گي  حــاوي G-MOPS4ه
 G-MOPSدر  هـا    سـپس اووسـيت   . هيالورونيداز، قرار داده شد   

تازه شسته و به زير روغن در داخـل يـك پتـري ديـش فـالكون             
علاوه اسپرم شسته   ه  ب.  براي ميكرواينجكشن منتقل گرديد    1006

 كـار  محيطـي غلـيظ جهـت تـسهيل     ( ICSI 100شده به محيط
  .منتقل گرديد)  استpvpبراي اسپرم كه همانند محيط 

ــده روي    ــصب شـ ــدروف نـ ــانيپلاتور اپنـ از ميكرومـ
بـدين  . براي تزريق اسپرم اسـتفاده شـد        5واژگونميكروسكوپ  

ترتيب اسپرم با بهترين مرفولوژي و تحرك از جمعيت اسـپرمي           
داخـل يـك    ه  انتخاب شده و پس از بي حركت شدن، اسـپرم ب ـ          

داخـل اووسـيت تزريـق      ه  يق، كشيده شـده و سـپس ب ـ       پيپت تزر 
آوري   ســـاعت پـــس از جمـــع2-3  تزريـــق معمـــولاً. گرديـــد
هاي تزريق شده در محـيط       اووسيت. صورت گرفت  ها اووسيت

G1      ميـزان لقـاح تعيـين       ، سـاعت  16-18 انكوبه شدند و پـس از 
  . گرديد

هـا   اووسـيت :  و انتقال جنين)IVF(لقاح آزمايشگاهي 
 از مـايع فوليكـولي جـدا     6هـاي اطـراف آن   وسهمراه با كومول ـ  

 سـپس هـر  . شستـشو داده شـد  G-MOPS شـده و در محـيط   

COC     7 معـدني  ميكروليتري در زير روغن     50به داخل قطرات  
اسپرم آماده سازي شـده توسـط گراديـان پيـور بـا              .منتقل گردد 

 100000، حـدود  COC شستشو شده و به هـر     G-Rinseمحيط  
ــافه گ 50000- ــپرم اض ــاي  اس ــد و در دم ــانتي   37ردي ــه س درج

 رطوبـت بـه    درصـد 95 و O2 درصـد  Co2،5   درصـد  5،گـراد 

                                                 
3- Sperm Chromatin Dispersion 
4 -Vitrolife, Gothenburg, Sweden 
5 - Nikon 
6- Cumulus oocyte complex   COC: 
7 - Mineral Oil 
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ها از توده    در اين زمان اووسيت   .  ساعت نگهداري شد   18مدت  
ها در   كومولوسي جدا شده و  وجود و يا عدم وجود پيش هسته           

هـاي لقـاح     اووسيت.   بررسي گرديد   زير ميكروسكوپ اينورت  
 در زير روغن منتقـل شـده و پـس از            G1يافته به قطرات محيط     

 ساعت جداسـازي تـوده كومولوسـي، مراحـل كليـواژ            48 و   24
  .تعيين و ثبت گرديد

 درصد لقاح براسـاس     : ارزيابي ميزان لقاح و حاملگي    
متافـاز  (هـاي بـالغ      به اووسـيت  PN 2هاي داراي    نسبت  اووسيت  

II ( وسـيله     ه  ميـزان حـاملگي ابتـدا ب ـ      . مشخص گرديدhCG-ß 
هـاي اولتـرا سـوند بـر پايـه           بي و در مراحل بعـدي بـا روش        ارزيا

 تـأثير براي به حداقل رسـاندن  . گردد ضربان قلب نوزاد تاييد مي   
ــاران داراي  زيگــوت  ــاي  فاكتورهــاي اووســيتي، بيم  ، PN 1ه

PN3       رمينال، ژهاي وزيكول     و يا بيشتر،  بيماران داراي اووسيت
 ــ ژد ــي و واكوئل ــدون جــسم قطب ــولار، ب ــره، گران ــرم و ن ــا دف ه ي

 اووســيت، از ايــن مطالعــه 4چنــين بيمــاران داراي كمتــر از  هــم
  .حذف شدند

 : )SCDتست (DNA ونيفراگمانتاس ارزيابي ميزان 
ــه روش  30مقــدار  ــه اســپرمي آمــاده شــده ب  ميكروليتــر از نمون

 ميكروليتـر از    70با)  ميليون 10 تا 5غلظت  (گراديانت پيور اسپرم    
گـراد    درجـه سـانتي  37در دمـاي    1آگاروز با درجه ذوب پايين

 لامـي كـه از       بـر روي   نمونه مخلوط شده   سپس. مخلوط گرديد 
 پوشـيده شـده، قـرار گرفـت و بـا             درصـد  65/0قبل بـا آگـاروز      

 4 دقيقـه در دمـاي   4گذاشتن يك لامل بـر روي آن، بـه مـدت     
 سـپس لامـل از سـطح لام جـدا         . گراد قرار گرفـت    درجه سانتي 

قــي در محلــول اســيدكلريدريك ده و هــر لام بــه صــورت افشــ
 دقيقه در دمـاي اتـاق و در تـاريكي قـرار     7 نرمال به مدت   08/0

 دقيقـه در  10سپس در درجه حـرارت اتـاق، بـه مـدت       . داده شد 
  كننـده  هيدر محلول تجز  دنبال آن    و به     12محلول تجزيه كننده    

                                                 
1- Low Melting Agaros. 
2- 0.4 M Tris, 0.8 M DTT, 1% SDS, and 50 mM 
EDTA, pH 7.5. 

 -Trisborateبـافر لام در .  دقيقـه قـرار گرفـت   5به مـدت    3 2

EDTA 4 70در الكـل   قيقه شستشو شده و بـه ترتيـب   د2مدت 
 دقيقـه آب    2  هر كدام به مدت        درصد 100 درصد ،  90درصد ، 

 رنـگ  رايـت پس از خشك شدن، با محلـول رنـگ       .گيري شد 
ه آميزي شده و با حذف رنگ اضـافه توسـط شستـشو بـا آب ب ـ               

بـا اسـتفاده از ايـن    . وسيله ميكروسكوپ نـوري بررسـي گرديـد       
 را با توجه به وجـود       DNA گمانتاسيونتوان ميزان فرا   روش مي 

هـاي بـا     درصـد اسـپرم   . و اندازه هاله اطراف هسته بررسي نمـود       
هسته اسپرم با هاله كوچك، بدون هالـه         (DNA فراگمانتاسيون

 DNA و بــدون فراگمانتاســيون) و  ســلول اســپرم تجزيــه شــده
درهرنمونـه ارزيـابي    ) هسته اسپرم با هاله بزرگ و هاله متوسـط        (

  .)19(شد
رنگ آميزي ايمنو ( DNA ارزيابي ميزان متيلاسيون 

 +Ham'sوسـيله محـيط   ه هـاي مـايع منـي ب ـ    نمونـه : )فلورسنت

FCS(10%)        ميليـون در ميلـي ليتـر       10-20 شسته و بـا دانـسيته  
متـانول و اســيد  (اسـلايدها در محلــول كـارنوي   . آمـاده گرديـد  

 20بـه مـدت     درجـه سـانتيگراد       4و دماي ) 3:1استيك به نسبت    
 Tween   5دقيقه فيكس شده و در بافر فسفات سـالين حـاوي   

.  دقيقه در دماي اتاق شسته شـدند       5به مدت    ) PBS-T (درصد
ه  دقيقـه و ب ـ    20به مـدت      5سپس اسلايد ها در محلول ليز كننده      

 15سـپس بـه مـدت    .  شـسته شـدند   PBS-T  دقيقـه در 5مدت 
شستـشو    دقيقه با  بـوراكس 10 ، و به مدت  6N HClدقيقه در
 5 بـه مـدت     براي اطمينـان از مرحلـه شستـشو، مجـدداً         . داده شد 

بـا آنتـي بـادي     اسـلايدها  . قرار داده مـي شـد  PBS-Tدقيقه در 
 انكوبـه شـده و دو بـار بـا محلـول              6متيل سيتوزين -5منوكلونال  
PBS-T اسـلايدها  در مرحلـه بعـد بـا فلورسـين      .   شـد شو شست

انكوبه   (FITC) موش IgGايزوتيوسيانات كونژوگه شده عليه 
در نهايـت بـا   .  شـسته شـد   PBS-Tو سـپس دو بـار بـا محلـول     

                                                 
3- 0.4 M Tris, 2 M NaCl, and 1% SDS, pH 7.5. 
4 - 0.09 M Tris-borate and 0.002 M EDTA, pH 7.5. 
5- 25 mM dithiotreitol and 1 M Tris-Hcl. 
6- Eurogentec,Ougree, Belgium. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

   اسپرم بر نتايج تكنيك هاي كمك باروري                                                        دكتر شهناز رضوي و همكارانDNAارزيابي آسيب هاي 

 25/ 1387 بهار/ )42ياپي شماره پ( 1شماره / يازدهم سال                                              كمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ارا

ــراي درســتي.   مونــت گرديــد،گليــسرول پروســه متيلاســيون  ب
DNA      آنتـي  بـدون رنـگ آميـزي       ( از اسلايدهاي كنترل منفي

ــاليز ميكروســكوپي اســلايدها بــا  .اســتفاده شــد) بــادي اوليــه آن
 و  1 نانومتر 460-470فيلتراستفاده از ميكروسكوپ فلئورسنس با      

 200صـورت گرفـت و بـر روي هـر لام     image J  2نـرم افـزار   
  .)27(سلول اسپرم مورد ارزيابي قرار گرفت
 رنگ آميـزي كرومايـسين  ( ارزيابي كمبود پروتامين

A3( :         اسميرهاي آماده شده از مايع اسپرمي درمحلول كـارنوي
قيقـه و در   د5بـه مـدت    ) 3:1متانول و اسيد اسـتيك بـا نـسبت          (

بـه منظـور انجـام رنـگ        . گراد فـيكس شـد      درجه سانتي  4دماي  
 100 دقيقــه بــا  20هراســلايد بــه مــدت    ، CMA3آميــزي 

 گـرم   25/0( رنگ آميزي گرديـد      CMA3ميكروليتر از محلول  
 1/0 ميلـي ليتراسـيد اسـتيك      7: بر ميلي ليتر در بـافر مـك الـوين         

 بـا غلظـت     و    Na2HPO4 و H2O7ليتـر از     ميلي 9/32 مولار و 
ــولار 2/0 ــولار10 شــاملpH=7 م ســپس ). Mgcl2از   ميلــي م

بـا اسـتفاده    .  شستـشو و مونـت شـد       PBSاسلايدها توسـط بـافر      
 در  460-470بـا فيلتـر       3المپـوس ازميكروسكوپ فلوئورسـانت    

هـاي بـا رنـگ       درصد اسپرم .  اسپرم شمارش شد   200همان روز   
ــشان ــپرم) CMA3+( زرد درخ ــره    و اس ــگ زرد تي ــا رن ــاي ب  ه

)CMA3
  . )20( محاسبه گرديدolysiaبا استفاده از نرم افزار) -

 هـا بـا  اسـتفاده از         داده  تحليل : آماري تجزيه و تحليل  
 و آزمـون    هاي آماري ضريب همبـستگي      آزمون آمار توصيفي، 

 بــود از لحــاظ >p 05/0 انجــام گرفــت و در صــورتي كــهتــي، 
  .دار محسوب شد آماري معني

  نتايج
 زوج نابارور كه از تاريخ آبان       92اين مطالعه بر روي     

قـرار  ICSI  و IVF تحـت درمـان   1386 تا خرداد ماه 1385ماه 
ــد، انجــام شــد  ــه بودن  و 4/34±3/3متوســط ســن خانمهــا . گرفت

نتايج پارامترهاي مايع منـي،     .  بود 2/36 ±2/5ميانگين سن آقايان  
                                                 
1- BX51; Tokyo, Japan. 
2 -Version 1.240. 
3 - Japan  ٫ Tokyo  ٫  BX51. 

ــيون   ــزان متيلاسـ ــيون DNAميـ ــود DNA ، فراگمنتاسـ ، كمبـ
. لقاح در جـدول يـك نـشان داده شـده اسـت            پروتامين و ميزان    

 ميليون در هر ميلـي     7حداقل دانسيته غلظت اسپرم مورد استفاده       
در مطالعـه حاضـر،  مورفولـوژي اسـپرم بـا اسـتفاده از               . ليتر بـود  

هـاي غيرطبيعـي بـين        بررسي و درصد مرفولـوژي     WHOروش  
علاوه ميزان  ه  ب). 82/74 ±05/12ميانگين. (بود درصد   48 -100
 ±05/23ميـانگين (درصـد     0-100 بـين    ICSIح در بيمـاران     لقا
 ميـــانگين( درصـــد  50-100 بـــين IVFو در بيمـــاران ) 12/76
طـور كـه در جـدول يـك         همـان . گزارش شد  )48/83 18/16±

 پارامترهاي مربوط به وضـعيت كرومـاتين        ،نشان داده شده است   
  :باشد اسپرم به شرح زير مي

 بررسـي و    CMA3ميزان كمبود پروتـامين بـا تـست         
، درصــــد ) 84/46 ±49/16ميــــانگين( درصــــد  12-96بــــين 

ــيون ــست  DNA فراگمنتاس ــا ت ــين SCD ب ــد 16-94 ب  درص
ــانگين( ــزان متيلاســيون ) 10/43 ±27/19مي ــيله DNAو مي  بوس

ــين    ــانت ب ــو فلورس ــزي ايمن ــگ آمي ــانگين( 38/52 -150رن  مي
  .دست آمده ب)  81/89 18/25±

ــين  2جــدول  ــشان دهنــده  ارتبــاط ب هــاي  وضــعيت ن
از لحاظ آمـاري رابطـه      . كروماتين با پارامترهاي مايع مني است     

ــي ــپرم  معن ــين درصــد اس ــامين  داري ب ــود پروت ــاي داراي كمب  ه
)CMA3 و فراگمنتاسيون   )  مثبتDNA       بـا درصـد مرفولـوژي 

 ، p= 005/0(و) p ، 365/0=r= 001/0 (غيــر طبيعــي بــه ترتيــب
319/0=r (   ارتبـاطي مـا بـين        كه در حالي . نشان داده شده است  

 مشاهده  DNAدرصد مرفولوژي غير طبيعي و ميزان متيلاسيون        
   .)p ، 218/0-= r= 09/0(نشد

هـاي   داري بين درصد اسپرم    افزون بر اين، رابطه معني    
CMA3           نـشان    3 مثبت و ميزان لقاح وجود دارد كه در جدول 

 ، p ، 409/0-= IVF: r ، 002/0 =p= 022/0(داده شده اسـت 
377/0-= ICSI : r( . 

ــ   ارتبــاط DNA عــلاوه درصــد فراگمنتاســيون ه ب
 ،  p= 036/0(داشت   ICSIداري را با ميزان لقاح       معكوس معني 
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291/0-= r() كـه ايـن پارامترهـا بـر ميـزان           در حـالي  ). 1نمودار
  ).2نمودار( چنداني نداشته استتأثيرIVF باروري در بيماران

سـط رنـگ     تو DNAدر اين مطالعه ميزان متيلاسيون      
دار  آميــزي ايمنوفلورســنت بررســي شــد و نتــايج ارتبــاط معنــي 

ــيون    ــين متيلاس ــي را ب ــيون DNAمعكوس  DNA و فراگمنتاس
عـلاوه در مطالعـه     ه  ب. )p   ، 343/0-= r= 012/0(نشان داده است  

 وجود  DNAاي بين ميزان لقاح و ميزان متيلاسيون         حاضر رابطه 
داري   ارتبـاط معنـي    در طي آناليز دادهاي ايـن مطالعـه،       . نداشت

ــپرم  ــين اس ــاي  ب ــيون  +CMA3ه ــد فراگمنتاس  DNA و درص
  .)p ، 291/0-= r= 017/0(مشاهده شد

  
و ميزان لقاح در DNA  ، ميزان متيلاسيون DNAميانگين پارامترهاي مايع مني، درصد كمبود پروتامين، درصد فراگمنتاسيون . 1جدول

  افراد نابارور
   انحراف معيار±ميانگين   حداكثر  حداقل  تعداد نمونه  پارامتر ها

  ml/106×1(  92  7  100  06/23 ±71/51( غلظت اسپرم
 08/46± 42/13 70 0 92  درصد تحرك

 83/74± 05/12 100 48  92  درصد ناهنجاري هاي مورفولوژي
 ICSI 66 0 100 05/23 ±12/76درصد لقاح پس از 
 IVF 35 50 100 18/16 ±48/83درصد لقاح پس از 

 DNA 78 16 94 27/19 ±10/43اگمنتاسيون درصد فر
 84/46± 49/16 96 12 84  درصد كمبود پروتامين

  DNA 61 52,38 150 18/25 ±8/89ميزان متيلاسيون 
  

  با پارامترهاي مايع منيDNA  و شدت متيلاسيون DNAرابطه بين كمبود پروتامين، درصد فراگمنتاسيون . 2جدول
  درصد ناهنجاري هاي مورفولوژي  درصد تحرك  )ml/106×1( غلظت اسپرم  پارامترها

  DNA  )231/0(139 /-  **) 002/0(345/0- **) 005/0(319/0درصد فراگمنتاسيون 
  365/0)001/0 (**  - 098/0)407/0(  -198/0)07/0(  درصد كمبود پروتامين

  -DNA  )371/0(117/0-  )165/0(180/0 )09/0(218/0ميزان متيلاسيون 
  . استp>05/0معني دار در سطح  نشان دهنده رابطه ∗
  . است>01/0pنشان دهنده رابطه معني دار در سطح ∗∗

  IVF و ICSI ارتباط بين وضعيت كروماتين اسپرم با ميزان لقاح در بيماران نابارور كانديداي . 3جدول
  DNAدرصد فراگمنتاسيون  IVFميزان لقاح  ICSIميزان لقاح   پارامترها

  -------- DNA  **) 036/0(291/0 -  )159/0(269/0درصد فراگمنتاسيون 
  291/0)017/0 (*  -  409/0)022/0(*  -377/0)002/0 (**  درصد كمبود پروتامين

  - DNA  )454/0(115/0  )845/0(041/0- *) 012/0(343/0ميزان متيلاسيون 
    . است>p 05/0 نشان دهنده رابطه معني دار در سطح∗
  . است>01/0P نشان دهنده رابطه معني دار در سطح∗∗ 
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 و ميزان لقاح DNAرابطه بين درصد فراگمنتاسيون . 1نمودار

ICSI026/0( در افراد نابارور  p=291/ 0r=-(   
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 و ميزان لقاح DNAرابطه بين درصد فراگمنتاسيون . 2نمودار
IVF159/0( در افراد نابارور  p=269/0r=(   

  
  بحث 

فرآينـد انتخـاب طبيعـي بـه     ،   In Vivoدرطي لقـاح 
كند كه تنها اسپرم با ماده ژنتيكي سـالم بتوانـد            اي عمل مي   گونه

با اووسيت عمل لقاح را انجام دهد، اما اسپرمي كه در طي عمل             
ICSI   )    داخـل  ه ب ـ)لقـاح مـصنوعي درون سيتوپلاسـمي اسـپرم

كنـد و     از اين مسير طبيعـي عبـور نمـي         شود، اووسيت تزريق مي  
اين احتمال وجود دارد كه اسپرم با ماده ژنتيكي ناهنجـار و غيـر            

بــراي انتخــاب اســپرم مناســب  .طبيعــي بــا اووســيت لقــاح يابــد 
پارامترهــاي مختلفــي از جملــه غلظــت، مورفولــوژي و تحــرك 

از آنجا كه در نهايت ماده ژنتيكي گامت        . )28(گردد ارزيابي مي 
تـوان   دهد مي  نيمي از ماده ژنتيكي زيگوت را تشكيل مي       مذكر  

هـاي   تـرين ويژگـي     اسـپرم يكـي از مهـم       DNAگفت سلامت     
توانــد اطلاعــات  مربــوط بــه اســپرم اســت كــه ارزيــابي آن مــي 

  . )29(ارزشمندي را در رابطه با انتخاب اسپرم طبيعي فراهم آورد
DNA  اي سـازمان دهـي شـده اسـت       اسپرم به گونـه

شود  تين هسته به حالت متراكم و پايدار نگه داشته مي         كه كروما 
دهد كه   نه تنها اجازه مي   ،   DNAاين سازمان دهي    .  )20،15،28(

اطلاعات ژنتيكي به صورت متراكم به زيگوت منتقل شود بلكه          
 از لحـاظ فيزيكـي و       DNAكند كـه     از طرف ديگر تضمين مي    

 بـه راحتـي بـه       اي انتقال يابـد كـه جنـين بتوانـد          شيميايي به گونه  
  . )30( دسترسي داشته باشدDNAاطلاعات 

 پايـداري هـستند كـه       DNAهاي بـارور داراي      اسپرم
قادر است در زمان مناسب طـي فراينـد لقـاح از حالـت متـراكم              

. )31( بدون نقصي را بـه جنـين انتقـال دهـد      DNAخارج شده و    
تواند ناشي از نقص در بلوغ يـا         آسيب در ماده ژنتيكي اسپرم مي     

چنـين    و هـم   DNAتراكم شدن هسته اسـپرم و فراگمنتاسـيون         م
  . )32،15(هاي اپي ژنيك يا آناپلوييدهاي كروموزوم باشد نقص

، DNAدر مطالعه حاضر ارتباط بـين فراگمنتاسـيون           
هـاي اپـي ژنيـك در     بسته بندي غيـر طبيعـي كرومـاتين و نقـص       

اكي نتايج اين مطالعه ح   . مردان نابارور مورد بررسي قرار گرفت     
از آن است كه بين مرفولوژي غير طبيعي و كمبود پروتامين كه            

 مــورد ارزيــابي قــرار گرفــت، ارتبــاط     +CMA3بــا  تــست  
همانند مطالعات قبلي، اين موضوع بيـان       . داري وجود دارد   معني

 بـر   تـأثير  نقـش خـود رابـا        ،كننده اين است كه كمبود پروتامين     
چنـين   اين نتـايج هـم    . )31،20،15(كند مرفولوژي اسپرم اعمال مي   

داري بين پارامترهاي فوق     دهد كه اگر چه ارتباط معني      نشان مي 
طـور مـستقل بـر لقـاح        ه  وجود دارد، ولي كمبود پروتامين نيز ب ـ      
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تواند باعث   بنابراين نقص در ميزان پروتامين مي     . گذارد  مي تأثير
  .ايجاد اسپرماتوزوآ نابالغ وكاهش توانايي لقاح شود

داري بـين فراگمنتاسـيون      تبـاط معنـي   دراين مطالعه ار  
DNA            با تحرك و مرفولوژي غير طبيعـي اسـپرم مـشاهده شـد  .

مورد اين    در 2001 و همكاران در سال      زينياين نتايج با مطالعه     
دار بين پارامترهـاي مـايع منـي و فراگمنتاسـيون            كه ارتباط معني  

DNA      تـوان   ايـن مـي    بنـابر  .)33(كنـد   وجود دارد، مطابقـت مـي
ه اسپرم افراد نابارور با مرفولوژي غير طبيعي و تحـرك           گفت ك 

 بيـشتري درمقايـسه     DNA داراي  فراگمنتاسـيون        پايين احتمالاً 
باشند و با توجـه       طبيعي مي  مايع مني بارور با پارامترهاي     با افرا د  

دار ولـي داراي    به ايـن كـه ايـن ارتبـاط از لحـاظ آمـاري معنـي               
هـر  كـه  نتيجـه گرفـت    نتـوا  ضريب همبستگي پايين است، نمي

اسپرمي كه از لحاظ مرفولوژي و تحرك طبيعي است، از لحاظ           
بنــابراين . )34(باشــد مــاده ژنتيكــي يــا آناپلوييــدي نيــز ســالم مــي

افرادي هستند كه داراي پارامترهاي مايع مني طبيعي بـوده ولـي            
 تواند  را دارند كه مي    DNAدرجات متفاوتي از فراگمنتاسيون       

 علاوه، احتمـالاً  ه  ب. هاي ناشناخته باشد    ناباروري عامل بسياري از  
بنـدي نـا      بـسته  تـأثير  اسـپرم بيـشتر تحـت        DNAفراگمنتاسيون    

هاي مورفولوژي اسـپرم در   مناسب كروماتين نسبت به ناهنجاري  
  .)35(گيرد طي اسپرماتوژنز قرار مي

، تغييـرات اپـي ژنيـك نيـز         DNAعلاوه بر سـلامت       
از جمله تغييرات    .)32(كند ايفا مي نقش مهمي را بر روي تكامل       

اشـاره كـرد كـه در    DNA تـوان بـه متيلاسـيون      اپي ژنيك مي
 ، غيـر فعـال شـدن        )23،22( ژن Imprintingفرايندهايي از قبيـل     

.  نقـش مهمـي دارد     )37(هـا   و بيان متفاوت ژن    )X)36كروموزوم  
ــيون   ــول متيلاس ــاي   DNAدر ط ــيتوزين در ديمره ــاي س  بازه

. )24،23(شـود  متيل سـيتوزين مـي     -5بديل به   گوآنين ت -سيتوزين
ــيون   ــزان متيلاســ ــتفاده از روش  DNA1ميــ ــا اســ ــاي   بــ هــ

 در ايـن زمينـه   مطالعاتي كه. )11(ايمنوفلورسانس ارزيابي گرديد  
صــورت بنچيــب و همكــاران و 2006 در ســال توســط آئــوكي

                                                 
1- GDM:Global DNA Methylation. 

 هيچ ارتبـاطي بـين پارامترهـاي اسـپرم و            كه  دادند نشانگرفت،  
GDM   و همكـاران    مـاركوس  در حاليكـه     )38،32( وجود نـدارد  
هاي شديد پيـدا   و اليگوزواسپرم ژن  Imprintingاي بين  رابطه
آئـوكي و همكـاران و      در مطالعه حاضر مشابه با آنچه       . )21(كرد

 مـــشاهده كردنـــد، هـــيچ ارتبـــاطي بـــين بنچيـــب و همكـــاران
كه ارتباط    مشاهده نشد عليرغم اين    GDMپارامترهاي اسپرم و    

ــين مرف ــپرم و   بـ ــي اسـ ــر طبيعـ ــوژي غيـ نزديـــك ،  GDMولـ
  .)09/0p=( )38،32(دارشدن بود معني

Aokie      ارتباطي بين ميزان    2006 و همكاران در سال 
 و  2 ، كمبـود پروتـامين       1 و كمبود پروتـامين      DNAمتيلاسيون  

در . )38( در مردان نابارور مشاهده نكردند     2 به   1نسبت پروتامين   
 و كمبود پروتامين    DNA متيلاسيون   اين مطالعه نيز ارتباطي بين    

داري بـين    عـلاوه در ايـن مطالعـه ارتبـاط معنـي          ه  ب. مشاهده نشد 
  مـشاهده نـشد كـه بـا مطالعـه     DNAميزان لقـاح و متيلاسـيون   

بــا نفــوذ اســپرم بــداخل . )32(مطابقــت داردبنچيــب و همكــاران 
. دهـد  اي در سـطح ژنـوم رخ مـي         اووسيت، دمتيلاسيون گسترده  

 تظاهر متيلاسيون پس از فعـال شـدن    ، سلولي 6-8پس از مرحله    
-3ژنوم صورت گرفته، بنابراين تكامل جنين در انسان  در طـي             

. باشـد   ذخيره شده در اووسيت مـي m RNA روز اول، تحت 2
علــت ه  بــدو پــارامتر احتمــالاً در نتيجــه عــدم ارتبــاط بــين ايــن

  . )39(باشد تغييرات متيلاسيون قبل و بعد از لقاح مي
داري بـين فراگمنتاسـيون       ين مطالعه ارتباط معنـي    در ا 

DNA     گـر ايـن     بيان ها اين يافته .  و كمبود پروتامين مشاهده شد
ــامين بيــشتر مــستعد   اســت كــه اســپرم هــاي داراي كمبــود پروت

 بـر    DNAتاثير فراگمنتاسيون     . )13( هستند DNAفراگمنتاسيون
ــيض      ــد و نقـ ــف ضـ ــات مختلـ ــين مطالعـ ــاح در بـ ــزان لقـ ميـ

ها وجود    دلايل زيادي براي اين تناقض     .)41،40،18،11،8(باشد مي
فرآينـد آمـاده سـازي اسـپرم،         توان به مواردي مثـل        مي دارد كه 

، نحوه ارزيابي فراگمنتاسيون  )  CSI, IUI, IVF(فرآيند لقاح 
DNA) TUNEL, SCSA, SCD,AO, COMET (و  

 .، اشاره نمودصورت دستي يا ماشينيه نحوه انجام آزمايش ب
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چنــين در مطالعــه حاضــر ارتبــاطي معكــوس بــين  هــم
 ، مشاهده شـد   ICSI و ميزان لقاح پس از       DNAفراگمنتاسيون    

 فراگمنته از توانـايي لقـاح كمتـري         DNAبنابراين اسپرم حاوي    
 هــيچ گونــه ارتبــاطي بــين ،بــا ايــن وجــود. باشــد برخــوردار مــي
نمـودار  ( مشاهده نـشد     IVF و ميزان لقاح   DNAفراگمنتاسيون    

ها در اين زمينه تطابق      كه اين موضوع با نتايج ديگر يافته      ) 2و   1
ــين بيمــاران احتمــالاً. )41،40،11،8(دارد ــن اخــتلاف ب  و IVF( اي

ICSI ( هاي انتخـاب شـده بـراي         باشد كه اسپرم   ين دليل مي  ه ا ب
ICSI    اگر چه اپراتـور    . باشند تري مي   اغلب داراي كيفيت پايين
ICSI ــا بهتــرين مرفو  ICSIلــوژي و تحــرك رابــراي  اســپرم ب

هايي وجود دارد كه بـه ظـاهر طبيعـي           كند، اما اسپرم   انتخاب مي 
بـا وجـود حـداكثر تـلاش        .  است DNAهاي   ولي داراي آسيب  

براي انتخاب بهترين اسپرم جهت موفقيت، امكان عدم موفقيـت          
، IVFهاي   كه در نمونه در حالي. در لقاح وجود خواهد داشت  

وناپلوسيدا انتخاب و كانديدهاي آنوپلوييد     اسپرم بارور توسط ز   
  .)41(شود توسط سد زونا پلوسيدا رد مي

داري بــين  درمطالعــه حاضــر ارتبــاط معكــوس معنــي 
 مـشاهده   ICSI و     IVFكمبود پروتامين و ميـزان لقـاح پـس از           

نتايج اين مطالعه با مطالعات پيشين دلالت بـر ايـن موضـوع             . شد
ــا عــدم  ــامين ب  موفقيــت در لقــاح همــراه دارد كــه كمبــود پروت

تواند   مي بنابراين عدم موفقيت در لقاح احتمالاً     . )20،15،13(است
طور غيرمـستقيم  ه طور مستقيم  به علت كمبود پروتامين و يا به  ب

  . )31(به ديگر وقايع اسپرميوژنز مربوط باشد
داري بـين فراگمنتاسـيون       افزون بر اين، ارتبـاط معنـي      

DNA    و متيلاسيون DNA ايـن يافتـه هـا بـا        . رم وجود دارد   اسپ
نتايج ايـن مطالعـه   . )32(خواني ندارد همبنچيب و همكاران نتايج  

ــي      ــيون در ط ــزان متيلاس ــزايش مي ــه اف ــت ك ــاكي از آن اس ح
 كــاهش ميـــزان  دهــد بنـــابراين احتمــالاً   اســپرميوژنز رخ مــي  

با توجه بـه ايـن كـه    . كند  را مستعدآسيب مي DNAمتيلاسيون،  
 مـشاهده نـشد     DNAد پروتامين و متيلاسيون     ارتباطي بين كمبو  

ــين فراگمنتاســيون  ولــي ارتبــاط معنــي  و كمبــود DNAداري ب

توان احتمال داد كه اسـپرم       طور مي  اين. پروتامين پديدار گشت  
 قـرار   DNA در معرض فراگمنتاسـيون      ،داراي كمبود پروتامين  

هـايي اسـت كـه بـا         گرفته و اين فراگمنتاسـيون بيـشتر در نمونـه         
خـواني بـا     عـلاوه عـدم هـم     ه  ب ـ.   متيلاسيون همراه هستند   كاهش

هـا   توانـد ناشـي از اخـتلاف در تعـداد نمونـه            ديگر مطالعات مي  
  . باشد

 ،  DNAدر مطالعه حاضر ارتباط بين فراگمنتاسـيون  
 اسـپرم بـا ميـزان كليـواژ،     DNAكمبود پروتـامين و متيلاسـيون       

 مـذكور از    بين پارامترهاي . كيفيت جنين و حاملگي بررسي شد     
  .داري مشاهده نشد لحاظ آماري ارتباط معني

عــلاوه  ميــانگين پارامترهــاي فــوق بــين دو گــروه ه بــ
ــاوت      ــد و تف ــسه گردي ــاملگي مقاي ــد ح ــاملگي و فاق داراي ح

هـا نـشان داده      داده( داري بين اين دو گروه مـشاهده نـشد           معني
 عليرغم نتايج متناقص ارائه شـده در ايـن زمينـه در           ). نشده است 

ــه   ــف، يافت ــالات مختل ــه      مق ــت ك ــن اس ــاكي از اي ــا ح ــاي م ه
 DNA ، كمبــود پروتــامين و متيلاســيون DNAفراگمنتاســيون 

ــايج حــاملگي اثــري نداشــته و احتمــالاً   ــر روي نت  ايــن اســپرم ب
 تأثيرتوانند بر روي ميزان لقاح و تكامل اوليه جنين           فاكتورها مي 

  .گذارد
  

   نتيجه گيري
ع منـي هتـروژن بـوده و        هـاي مـاي    طور كلـي نمونـه    ه  ب

ايـن نقـايص    . باشـد   شامل اسپرم با نقـايص متفـاوت مـي         احتمالاً
 بـر روي لقـاح و       تواند با يكديگر در ارتباط بـوده و احتمـالاً          مي

هـايي   در رابطه با اسـپرم . ايجاد كند  توام   تأثيرتكوين اوليه جنين    
شود با تكيـه بـر مورفولـوژي،          انتخاب مي  ICSIكه براي روش    

شود اسپرم طبيعي انتخاب شود اما     سعي مي  ، آنها يبقاتحرك و   
هاي به ظاهر طبيعي ولي داراي نقـايص مـاده           ممكن است اسپرم  

ژنتيكي انتخاب شود و توجه مـا را از فرزنـدان حاصـل از نتـايج        
ARTبنــابراين روش انتخــاب اســپرم، .  در آينــده كــاهش دهــد

شبرد تواند نقش مهمـي در پي ـ      براساس ظرفيت عملكردي آن مي    
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از ايـن   . نتايج و انتقال جنـين و يـا فريـز كـردن آن داشـته باشـد                
طـور مـي تـوان اسـتنباط كـرد كـه             مطالعه و مطالعات ديگر اين    

 دارد  تـأثير بر روي ميـزان لقـاح       اسپرم  نقايص ساختار كروماتين    
 تـأثير اگرچـه  . ولي بر روي تكامل و حاملگي موثر نبـوده اسـت          

هـاي كمـك     از تكنيـك  اين نقـايص بـر روي نـوزادان حاصـل           
  .      نياز به مطالعه بيشتر دارد باروري

  
  تشكر و قدرداني 

بدينوسـيله از همكـاري متخصـصين زنـان وزايمــان و     
پرسنل آزمايشگاه نـازايي مركـز بـاروري و نابـاروري اصـفهان،       

چنين از همكاري مسئولين پژوهـشكده رويـان اصـفهان كـه             هم
به عمل دند تقدير و تشكر     زمينه اجراي اين تحقيق را فراهم آور      

هاي مصرفي و غيـر مـصرفي ايـن تحقيـق از             كليه هزينه . مي آيد 
بودجــه تحقيقــاتي پژوهــشكده رويــان جهــاد دانــشگاهي تــامين 
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Abstract 
 

Introduction: Spermatozoa from infertile men often have multiple structural and functional 
defects. Sperm DNA damage is one of these defects that may result from DNA fragmentation, abnormal 
chromatin packaging, and epigenetic defects. In this study the effect of sperm DNA damages on Assisted 
Reproductive Technology (ART) outcome is investigated. 

Materials and Methods: This study is an experimental research. Semen samples were obtained 
from 92 couples referred to Isfahan Fertility and Infertility Center for Intra Cytoplasmic Sperm Injection 
(ICSI) and In Vitro Fertilization (IVF) treatment. Samples were examined for concentration, morphology 
and motility according to the WHO guidelines. Semen samples were processed for routine ICSI and IVF 
using discontinuous Pure Sperm Gradients. After insemination of oocytes, the remaining semen samples 
were used for evaluation of global DNA methylation, protamine deficiency, and DNA fragmentation 
using immunostaining, Chromomycin A3 (CMA3) and Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test. Data 
was analyzed using descriptive statistics, t-test and correlation coefficient. 

Results: The percentage of CMA3 showed a significant positive correlation with percentage of 
normal morphology, DNA fragmentation and fertilization rate (p<0.05). However, no correlation was 
found between sperm normal morphology and global DNA methylation. In addition, percentage of DNA 
fragmentation showed a significant negative correlation with fertilization rate in ICSI patients (p= 0.03), 
percentage of normal morphology and global DNA methylation. However, this parameter did not 
significantly affect fertilization rate in IVF patients. During this study, analysing the relation between 
protamine deficiency, global DNA methylation and DNA fragmentation with cleavage, embryo quality 
score and pregnancy was done. No significant correlations were observed between these parameters. 

Conclusion: Semen samples are heterogeneous population, and may contain sperm with different 
defects. Sperm defects such as protamine deficiency DNA fragmentation, which was assessed during this 
study, may affect fertilization but does not affect subsequent development and pregnancy. However, 
effect of these defects on future of ART children awaits further research. 
 Keywords: DNA methylation, protamine, deficiency, DNA fragmentation, In Vitro 
Fertilization, Intra Cytoplasmic Sperm Injection, Chromomycin A3 
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