
مجله علوم پزشكي مدرس
 ۵۰ - ۴۳ از : ۱ ، شماره ۱۲ دوره

 ۱۳۸۸ بهار

۴۳ 

 ۱۴۱۱۵ - ۳۳۱ : رس، دانشكده علوم پزشكي، گروه ژنتيك پزشكي و هماتولوژي، صندوق پستي تهران، دانشگاه تربيت مد : نشاني مكاتبه *
Email: noruzinia@modares.ac.ir 

 در مردان ايراني مبتلا به GSTM1 متيلاسيون ناحيه پروموتري ژن
 آزواسپرمي غيرانسدادي

 ۴ منش ، پريسا فاتح ۳ ، سعيد صاحبكشاف * ۲ نيا مهرداد نوروزي ، ۱ پور نسترن خزامي

 ، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران ژنتيك پزشكي دانشجوي كارشناسي ارشد، گروه - ۱
 ديار، گروه ژنتيك پزشكي و هماتولوژي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران استا - ۲
 پزشك، متخصص اورولوژي، مركز ناباروري نويد، تهران، ايران - ۳
 ن، ايران ، تهرا مركز تحقيقات سلولي صارم ارشد، كارشناس - ۴

 ۸۸ / ۰۲ / ۲۹ : پذيرش مقاله ۸۷ / ۱۲ / ۱۲ : دريافت مقاله

 چكيده
 يا همراه با فاكتورهـاي زنانـه دخالـت تنهايي درصد موارد از ناباروري فاكتورهاي مردانه به ۵۰ تقريباً در : ف هد

 جـا در الگـوي اسـت تغييـرات نابـه ه اخيراً نقش آن در ناباروري بررسـي شـده هايي ك يكي از ناهنجاري . دارند
 GSTM1 . ان و حتـي خاموشـي ژن شـود توانـد باعـث تغييـر در بيـ كه مي است ژنتيك خصوصاً متيلاسيون اپي

 هـا و اسـتروئيدهاي عنوان پروتئين انتقالي درون سـلولي در انتقـال هورمـون به ) mu1 ترانسفراز - S گلوتاتيون (
 در GSTM1 نقـش داشـتن ژن هـاي اخيـر بيـانگر گـزارش . كنـد جنسي ضروري براي اسپرماتوژنز شركت مـي

 هـا، گـزارش نقـش اين ژن در اسپرماتوژنز و محافظـت از اسـپرم به دليل عملكرد مهم . باشد ناباروري مردان مي
 ژنتيكـي ايـن تغييرات اپـي ها و همچنين نقش ژنتيكي اين ژن در ناباروري مردان در بعضي جمعيت تغييرات اپي

 يرانـي مبـتلا بـه ژنتيكـي آن در بيمـاران ا فرضيه نقش اين ژن و تغييرات اپي هاي مختلف ديگر و ژن در بيماري
 . ري مردان بررسي شد نابارو

 فرد ۵۰ سپرمي غيرانسدادي و ا مرد نابارور مبتلا به آزو ۵۰ ين تحقيق روي نمونه خون محيطي ا : ها مواد و روش
 فـرد ۵ سـپرمي غيرانـسدادي و ا فرد نابارور مبـتلا بـه آزو ۳۲ عنوان كنترل، همچنين نمونه بافت بيضه از بارور به

 روش اسـتفاده شـده در ايـن تحقيـق بـراي بررسـي متيلاسـيون . گرفـت عنوان كنترل انجـام نابارور انسدادي به
Methylatoin Specific PCR است . 

 لل متيله و غيرمتيله مـشاهده شـد، آ هاي خون و بافت بيمار و كنترل، در همه نمونه GSTM1 در مورد ژن : نتايج
 . تيله وجود داشت لل م آ بافت نابارور غيرانسدادي كه تنها ) درصد ۶ / ۲۵ ( نمونه ۲ جز در مورد به

 در بيماران ايراني GSTM1 با اين كه در نتايج حاصل از اين تحقيق، تمايل به سمت متيله شدن ژن : گيري نتيجه
 براسـاس ايـن . ) P­value = ۰ / ۳ ( دار نيـست ولي اين تفاوت از نظر آماري معنـي مبتلا به آزواسپرمي مشاهد شد

 كه در بعـضي از تحقيقـات انجـام GSTM1 احيه پروموتري ژن رسد كه ارتباط بين متيلاسيون ن نظر مي تحقيق به
 . شده در بيماران مبتلا به آزواسپرمي متيله شده است؛ دربيماران ايراني نقش نداشته باشد

سپرمي غيرانسدادي ا ، ناباروري، متيلاسيون، آزو GSTM1 : كليدواژگان
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 همكاران و پور امي نسترن خز متيلاسيون ژن در آزواسپرمي غيرانسدادي
 ــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ـــ

۴۴ 

 مقدمه - ۱
 پس از يك سال نزديكي جنسي بـدون ايجاد باروري عدم

 ۱۵ طـور كلـي حـدود ه بـ . ] ۱ [ نامنـد جلوگيري را ناباروري مي
 در كمتر اي از زندگي خود نابارورند كه ها در دوره زوج درصد

 درصد ۲۰ در . فاكتورهاي مردانه نقش دارند موارد درصد ۵۰ از
 دو مـوارد هـر درصـد ۲۷ مردانه و در عوامل از اين موارد تنها

 تنهـا درصـد ۳۸ حدود در ند؛ ا فاكتورهاي مردانه و زنانه دخيل
 مانـده هنـوز علـت بـاقي درصـد ۱۵ در و رگيـر د زنانـه عوامل

 . ] ۲ [ است مشخصي يافت نشده
 نابـاروري بـا يكـي از علـل (Azoospermia) آزواسپرمي

 درصـد ۲ شـيوع ايـن علامـت در بـيش از . منشاء مردانه است
 درصد جمعيت نابارور گزارش شده اسـت ۲۰ - ۱۰ جمعيت و

ــق ]. ۳ [ ــر طبـ ــاي بـ ــاني معيارهـ ــت جهـ ــازمان بهداشـ  سـ
(World Health Organization: WHO) كمتر از تعداد اسپرم 

 ۵۰ كمتـر از تحـرك ، (Oligozoospermia) ليتـر در هر ميلي ۲۰ × ۶ ۱۰
 (Morphology) شناســي ريخــت و (Asthenozoospermia) درصــد
 در مايع انـزال شـده (Teratozoospermia) درصد ۳۰ كمتر از طبيعي

 ]. ۴ [ رد شود تواند باعث ناباروري ف و مي غيرطبيعي است
 و حركت اسپرم تأثير بلوغ تعداد، شكل، عوامل متعددي بر

 هـاي عفـوني، بيمـاري اين عوامـل عبارتنـد از ]. ۴ [ منفي دارند
 . اختلالات هورموني و مشكلات دستگاه ايمني

 هـاي ژنتيكـي متعـددي در از طرف ديگـر تـاكنون ناهنجـاري
 هــاي ناهنجــاري . اســت ان بررســي و تأييــد شــده نابــاروري مــرد

 هــاي ، جهــش در ژن y هــاي كرومــوزوم كرومــوزومي، ريزحــذف
CFTR ، HUMARA هـــاي ، ژن LH ، FSH ، LHR و ، FSHR از 

 رسد كـه كماكـان علـل نظر مي البته به . است علل ژنتيكي ناباروري
 روي ناباروري مردان نقش ژنتيكي بايد ديگري اعم از ژنتيكي يا اپي

 ]. ۵ [ داشته باشد
 اي را متحمـل ژنوم تغييرات عمده طي تمايز گامت مردانه،

 د ثرن ؤ اطلاعات ژنتيكي م و DNA تنها روي توالي شود كه نه مي
 تغييـر نيـز ژنتيكـي را اطلاعـات اپـي اي و سـاختار هـسته بلكه

 ها در نابـاروري هاي اخير نقش متيلاسيون ژن در سال . دهند مي
 هنـوز تمـام تغييـرات ولي ] ۶ [ است ي شده بررسي بيشتر مردان

 . ] ۷ [ در ناباروري مردان بررسي نشده است DNA ون متيلاسي
 ژنتيـك نيسم اپـي ا ترين مك شايع DNA متيلاسيون در اين ميان

 هـا و هاي متعددي از جملـه يوكـاريوت است كه در ژنوم ارگانيسم
 احي معروف به اين تغييرات وقتي در نو . شود ها ديده مي پروكاريوت

 CpG (CpG جزاير island) هـا در بيان ژن توانند افتند مي اتفاق مي 
 . تأثير داشته و عامل بيماري باشند

ــروتئين ــش پ ــدد نق ــات متع ــاكنون تحقيق  در GSTM1 ت
 روي ايـن ژن . ] ۱۱ - ۸ [ اسـت ناباروري مردان را بررسي كرده

 ۵۹۲۶ داراي طـول ، واقع شـده 1p13.3 ر ناحيه د ۱ كروموزوم
 - S ن تيو گلوتـا و پروتئينـي از خـانواده آنزيمـي باز است جفت

ــسفراز  Glutathions) تران S­Transferase:  GST) ــد  را ك
 هـاي آنزيم تعداد قابل توجهي از شامل ي آنزيم ده خانوا اين . كند مي

ــي و ــدريايي ســيتوزولي، ميكروزوم ــا ميتوكن ــد ب  اســت كــه قادرن
 سوبستراهاي متنوعي از جمله تركيبـات سـمي داخلـي و خـارجي

 ها در برابر اين ها و محافظت سلول واكنش دهند و در متابوليسم آن
 . ] ۱۲ [ هاي آزاد اكسيژن شركت كنند سموم و راديكال

 مثل تخمدان، بيـضه و هاي ديگر بافت در كبد و GST فعاليت
 GST كـه اسـت نـشان داده شـده سرم به فراوانـي وجـود دارد و

 ]. ۱۳ [ طي اسپرماتوژنز نقش حفاظتي داشته باشد تواند مي
برخي مطالعات روي مردان نابارور بدون علت مشخص نشان

 Seminal) پلاسماي سمينال دادند كه plasma) ي توزوا و اسـپرما 
(Spermatozoa) ــارور ســطح هــا آن ــه مــردان ب ــسبت ب ــد ن  تولي

:Reactive Oxygen Species) هـاي فعـال اكـسيژن گونه ROS) 
 تواند ناشي از كـاهش مي ROS اين افزايش ]. ۱۴ [ بالاتري دارد

 GST وجود مقادير زيـاد . ها باشد اكسيدان يا عدم عملكرد آنتي
 هنده عملكرد مهـم ايـن د تواند نشان مي مسير ساخت اسپرم در

 . باشد آن پروتئين در
 عـلاوه بـر GST ، GSTM1 هـاي مختلـف از بين ايزوفرم

توانايي اتصال به اسـتروئيدهاي اكسيداني فعاليت آنزيمي و آنتي
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ شماره ، ۱۲ دوره مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۴۵ 

ــتراديول ــامل اسـ ــسي شـ ــست (Estradiol) جنـ  سترون و و تـ
(Testosterone) جــا كــه اســتروئيدها بــراي آن د و از نــ را دار 

 Germ) ينال هاي ژرم سلول cells) انـد و اسپرماتوژنز ضـروري 
ــا در غلظــت آن  STF (Seminiferous ه Tubular  Fluid) 

 هـاي ها بـه جايگـاه بسيار زياد است و براي انتقال اين مولكول
 هاي متفـاوت نيـاز چـشمگيري بـه متفاوت سلولي و نيز سلول

 كننده استروئيدها وجـود دارد حمل شونده و هاي متصل پروتئين
 به اسـتروئيدها آن را پـروتئين GSTM1 ين ويژگي اتصالي و ا

 ]. ۱۵ [ ساخته است مسير اسپرماتوژنز ضروري در
 كـه نقـش تغييـرات با توجه به تمام مطالب ذكـر شـده و ايـن

 معيت ديگري بررسـي ژنتيكي اين ژن در ناباروري مردان در ج اپي
 تغييرات ، ] ۱۶ [ داري با ناباروري نشان داده است طه معني و راب شده

 و حذف اين ژن (Polymorphisms) ها ژنومي همانند چندشكلي
 ، ۱۷ ، ۱۰ ، ۹ [ داري با ناباروري مردان نشان داده است نيز رابطه معني

 توانـد فنـوتيپي دانيم كه اولاً متيلاسـيون مـي از طرف ديگر مي . ] ۱۸
 ثانيـاً الگـوي متيلاسـيون در ؛ ] ۱۹ [ ها ايجاد كند همانند انواع جهش

 . ] ۲۰ [ هـاي مختلـف متفـاوت باشـد تواند در جمعيـت مواردي مي
 مـردان نابـارور ايرانـي نقش ايـن عامـل در بنابراين در اين تحقيق

 . بررسي شده است

 ها مواد و روش - ۲
 در ۱۳۸۷ تا دي ماه سال ۱۳۸۶ اين مطالعه از دي ماه سال
 اين تحقيق در دو گروه اصلي . ت بيمارستان صارم انجام شده اس

 وجـه بيمـاران بـه هـيچ . خون و بافت بيضه انجام شـده اسـت
ــان ــته همپوش ــد ي نداش ــاران . ان ــون بيم ــه خ ــاران نمون  از بيم

 كننده به بيمارستان صارم مبـتلا بـه آزواسـپرمي و افـراد مراجعه
 كنندگان به ايـن بيمارسـتان و پـس از سالم از همراهان مراجعه

 هـاي بافـت نمونـه . استاندارد گرفته شده اسـت مشاوره ژنتيك
 كننـده بـه انـستيتو نويـد و مبـتلا بـه بيضه از بيمـاران مراجعـه
ــسدادي ــاران ( آزواســپرمي غيران ــسدادي ) بيم  و آزواســپرمي ان

 بيمار در گروه بافت بيـضه ۳۵ تعداد . گرفته شده است ) كنترل (

 فـت كنترل مبتلا به آزواسپرمي انسدادي در گروه كنتـرل با ۵ و
 هـاي خـون بـه روش نمـك اشـباع نمونـه . قرار داشـته اسـت
(Salting  out) هاي بافت با استفاده از كيت اسـتخراج و نمونه 

DNA از بافــت شــركت Roche و براســاس برنامــه شــركت 
 DNA پس از بررسي كيفيت و اندازه . سازنده انجام شده است

 ده از ها با اسـتفا استخراج شده به روش اسپكتروفتومتري، نمونه
 . سولفات تيمار شدند سديم بي

 نمونـه ) ميكروگرم DNA ) ۱ ميكروليتر ۱۰ طور خلاصه به
 ميكروليتر ۵ / ۵ اضافه شده و آب مقطر ديونيزه ميكروليتر ۴۰ به

NaOH ۲ ــولار ــه آن م ــزوده ب ــه در ۱۵ و اف ــه ۳۷ دقيق  درج
ــانتي ــراد سـ ــه گـ ــد انكوبـ ــر ۳۰ . شـ ــدروكينون ميكروليتـ  هيـ

 سديم ميكروليتر ۵۲۰ . شد اضافه ، ه شده تازه تهي مولار ميلي ۱۰
 بـه كمـك و تازه تهيه شده به تيوب اضافه مولار ۳ سولفايد بي

 نوار پـارافيلم درب با شده پوشانده سطح محلول روغن معدني
 درجـه ۵۰ سـاعت در دمـاي ۱۶ سـپس . بسته شد ميكروتيوب

 بـا اسـتفاده از كيـت DNA . گـذاري شـد گرمخانـه گراد سانتي
QIAGEN از ميكروليتـر ۱۵ / ۵ . شـود مـي لول استخراج از مح 

NaOH ۳ شد دقيقه در دماي اتاق انكوبه ۵ ه، شد اضافه مولار . 
 تبـديل ، (Desulfonation) با انجام دسولفوناسيون اين مرحله

 به DNA سپس . كند شيميايي سيتوزين به يوراسيل را كامل مي
 ميكروليتـر ۳۰ كـرده و در انول استات آمونيوم رسوب ات روش

 . شود آب مقطر دو بارتقطير حل مي

۲ - ۱ - Methylation Specific PCR (MSP) 
ــايي ــراي (Primers) در ايــن روش از آغازگره  DNA كــه ب

 . شود استفاده مي ، ند شده متيله يا غيرمتيله اختصاصي هست تيمار
 ميكروليتـر ۲۵ در حجـم نهـايي MSP واكنش طور خلاصه به

 هر دو جفـت در PCR كنش غلظت نهايي مواد براي وا . انجام شد
 MgCl2 مـــولار، ميلـــي dNTP ۱ / ۰ : از آغـــازگر عبـــارت بـــود

 ميكرومـولار از هــر آغــازگر، X ۱ PCR ، ۵ / ۰ مــولار، بــافر ميلـي ۲
Taq ليتـر از ميلـي ۰ / ۵ DNA Polymerase ) همگـي از شـركت
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۴۶ 

CinnaGen ( ميكروليتر ۱ / ۵ و ) از ) نانوگرم ۵۰ حدود DNA تيمار 
 : آغازگرهاي در واكنش غيرمتيله از . سولفايت شده با سديم بي

GSTM1(U)­F: TTTTGATTTTGTTTTTGGAATTTTT. 
GSTM1(U)­R: AAAACCTTACTACAACCCCA. 

 Hot) صـورت شـروع داغ به PCR شرايط . استفاده شد Start) 
 در Taq DNA Polymerase عبارت ديگر افزودن آنزيم به بود؛

 پـس از خلاصـه طـور به . شد گراد انجام درجه سانتي ۷۵ دماي
 Initial) افزودن آنـزيم، واسرشـتگي اوليـه Denaturing) در 

 چرخـه ۴۰ سپس و دقيقه ۵ مدت گراد به درجه سانتي ۹۴ دماي
 گـراد، درجـه سـانتي ۹۴ در دمـاي واسرشـتگي ثانيه ۳۰ شامل
 گـراد، درجه سانتي ۶۵ ثانيه در دماي ۴۰ (Annealing) اتصال

ــسط  درجـــه ۷۲ مـــاي ثانيـــه در در ۴۰ (Extension) و بـ
 با آغازگر متيلـه بـا همـان PCR واكنش . گراد انجام شد سانتي
 صورت گرفت آغازگرهاي غيرمتيله ها و به همان صورت غلظت

 در ايـن . گراد بـود درجه سانتي ۶۶ اتصال با اين تفاوت كه دماي
 : واكنش از آغازگرهاي متيله

GSTM1(M)­F: GATTTCGTTTTCGGAATTTTC 
GSTM1(M)­R: GAAACCTTACTACGACCCCG. 

 . استفاده شد
 آميزي و پس از رنگ درصد برده شد ۱ / ۳ نتايج روي آگارز

 Ethidium) با اتيـديوم برومايـد bromide) در نـور مـاوراي 
 . مشاهده شد (Ultra violet: UV) بنفش

 ژنتيـك هـاي اپـي تـواتر مـشاهده شـده آلـل براي بررسـي
 ويتنـي - مختلف در گروه كنترل و گروه بيمـار از آزمـون مـن

(Mann­Whitney Test) استفاده شد . 

 نتايج - ۳
ــژوهش ابتــدا كيفيــت بــراي بررســي نمونــه  هــا در ايــن پ

DNA ــد ــين ش ــده تعي ــتخراج ش ــاي اس ــور . ه ــدين منظ  ۳ ب
 كه بـا روش نمـك اشـباع اسـتخراج شـد DNA ميكروليتر از

ــكل . درصـــد الكتروفـــورز شـــد ۱ / ۳ روي ژل آگـــارز  ۱ شـ
 . دهد نشان مي را DNA كيفيت چند نمونه از

 استخراج شده با روش نمك اشباع بر روي ژل آگاروز DNA كيفيت ۱ شكل

 دهنــــده نــــسبت بررســــي اســــپكتروفتومتري نــــشان
۲۸۰ OD / ۲۶۰ OD ــشان ۱ / ۸ معــادل ــوده اســت كــه ن ــده ب  دهن

 . است DNA كيفيت خوب
ــه ــز دو CpG منظــور بررســي متيلاســيون ب  در ايــن ژن ني

 بـراي هـر جفـت آغـازگر يـك جفت آغازگر استفاده شـده و
PCR انــدازي آغازگرهــا پــس از راه . انــدازي شــد جداگانـه راه 

 بـار بـا يـك ، انجـام شـد PCR براي هر نمونه دو بـار واكـنش
ــك ــازگر متيلــه و ي ــازگر غيرمتيلــه آغ  ســپس . بــار بــا آغ

 درصــــد ۷ / ۵ روي ژل اكريــــل آميــــد PCR محــــصولات
ــد ــديوم برومايـ ــا اتيـ ــت بـ ــدند و در نهايـ ــورز شـ  الكتروفـ

ــه . آميــزي شــدند رنــگ  و ۱۵۷ قطعــه حاصــل از آغــازگر متيل
 . باز طول دارند جفت ۱۶۱ محصول آغازگر غيرمتيله

 مــرد نابــارور مــورد بررســي همگــي بــراي ۵۰ از بــين
ــشان ــت ن ــه جــواب مثب ــه و غيرمتيل ــازگر متيل ــر دو آغ  ه

 ). درصد ۱۰۰ ( دادند
 دهنـده آلـل هـا نـشان نمونه بافـت، تمـام نمونـه ۳۲ از بين

 جـز دو نمونـه كـه فقـط آلـل متيلـه اند به و غيرمتيله بوده متيله
 بررســي آمــاري بــا اســتفاده ). درصــد ۶ / ۲۵ ( انــد را نــشان داده

 دهـد كــه هرچنــد كــه گــروه از آزمـون ايــن نتــايج نــشان مــي
 دهنــد و نابــارور انــسدادي تمــايلي بــه متيلاســيون نــشان مــي

ــن ــي اي ــت ول ــواه آن اس ــه گ ــاملاً متيل ــه ك ــود دو نمون  وج
 . ق حاضر از نظر آماري با اهميت نبود ف در تحقي اختلا

ــكل ــه ۲ ش ــدادي از نمون ــا را تع ــت و ه ــشان داده اس  ن
ــه ــت ب ــون و باف ــي خ ــايج كل ــداول نت ــب در ج  ۲ و ۱ ترتي

. مشخص شده است
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ شماره ، ۱۲ دوره مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۴۷ 

 روي بافت بيضه ناشي از بيوپسي MSP تايج انجام روش ن ) الف ؛ GSTM1 ژن (U) و غيرمتيله (M) براي آغازگر متيله MSP اندازي روش نتايج حاصل از راه ۲ شكل
 متيله و غيرمتيله هاي شوند تمام بيماران داراي آلل طور كه مشاهده مي همان . بيمار هستند ۴ تا ۱ هاي كنترل منفي است، نمونه C به ناباروري انسدادي؛ بيضه افراد مبتلا

 فرد طبيعي و : ۴ فرد نابارور انسدادي، نمونه : ۳ فرد نابارور غيرانسدادي، نمونه : ۲ فرد طبيعي، نمونه : ۱ ونه هاي خون؛ نم روي نمونه MSP نتايج انجام روش ) ب . هستند
 ، اسـت كنترل منفـي C . است روي بافت بيضه ناشي از بيوپسي بيضه مران مبتلا به ناباروري غيرانسدادي MSP اصل از انجام روش نتايج ح ) ج كنترل منفي، : ۵ نمونه
 . دهد كه هر دو آلل متيله و غيرمتيله را نشان مي است نمونه بيماراني ۳ و ۲ نمونه . دهند كه تنها آلل متيله را نشان مي است نمونه بيماراني ۳ و ۱ نمونه

 در نمونـه GSTM1 نتايج بررسي الگوي متيلاسـيون پرومـوتر ژن ۱ جدول
 خون بيماران نابارور غيرانسدادي و گروه كنترل

U/U M/U M/M كل جمع 
 ۵۰ ۰ ) درصد ۱۰۰ ( ۵۰ ۰ نابارور غيرانسدادي

 ۵۰ ۰ ) درصد ۱۰۰ ( ۵۰ ۰ كنترل

 در نمونـه GSTM1 نتايج بررسي الگوي متيلاسـيون پرومـوتر ژن ۲ جدول
 بافت بيضه بيماران نابارور غيرانسدادي و گروه كنترل نابارور انسدادي

U/U M/U M/M جمع كل 
 ۳۲ ) رصد د ۶ / ۲۵ ( ۲ ) درصد ۹۴ ( ۳۰ ۰ غيرانسدادي

 ۵ ۰ ) درصد ۱۰۰ ( ۵ ۰ انسدادي

 بحث - ۴
 كــه متيلاســيون در ناحيــه در ايــن تحقيــق مــشخص شــد

ــوتري ژن ــي GSTM1 پروم ــه معن ــپرمي رابط ــا آزواس  داري ب
 يــك GSTM1 ژن . غيرانــسدادي در مــردان ايرانــي نــدارد

 ترين نقش آن در مـسير كند كه مهم اكسيدان قوي را كد مي آنتي
 هاي در حال رشد در برابـر عوامـل اسپرم اسپرماتوژنز حفاظت

 چندين مطالعه اپيدميولوژي . اكسيدكننده داخلي و خارجي است
 GSTM1 گزارش كردند كه ژنوتيپ null با افزايش حساسيت 

 هـاي مـرتبط بـا اسـترس اكـسيداتيو همـراه اسـت و به بيماري
 زدايي يك ايزوآنزيم ضروري در سم GSTM1 پيشنهاد شده كه
 همچنين نتايج تحقيق ]. ۲۱ [ رس اكسيداتيو است محصولات است

 نــشان داد كــه ) ۲۰۰۷ ( و همكــارانش (Aydemir) آيــدمير
 حساسيت اسـپرم و پلاسـماي سـمينال بـه اسـترس اكـسيداتيو

 GSTM1 طور چشمگيري در مردان نابارور با ژنوتيـپ به null 
 با ]. ۲۲ [ در مقايسه با مردان بارور با ژنوتيپ طبيعي، بيشتر است

 متيلاسيون كه دهد كه تغييرات اين حال مطالعه حاضر نشان مي
 ند از عوامل كاهش بيان ژن باشند در مـردان ايرانـي توا خود مي

 ايـن يافتـه خـلاف يافتـه . د مبتلا به آزواسپرمي نقش كمـي دار
ــري ــق ديگ ــشان داده تحقي ــه ن ــت ك ــد، اس ــت هن  در جمعي

 وري اين ناحيه پروموت (Hypermethylation) هايپرمتيلاسيون
 داري بـا نابـاروري ژن و كاهش بيان ناشي از آن ارتبـاط معنـي

 ]. ۲۳ [ مردان داشته است

 كنترل

 باز جفت ۲۰۰

 باز جفت ۱۰۰

۵ ۴ ۳ ۲ ۱ 

 باز جفت ۲۰۰

 باز جفت ۱۰۰

 نشانگر ۴ ۳ ۲ ۱ كنترل

 ۴ ۳ ۲ نشانگر نشانگر
 ب الف

 ج

 باز جفت ۲۰۰

باز جفت ۱۵۰
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۴۸ 

 تلـف ايـن ژن هـاي مخ روي آلـل العاتي كه با اين حال مط
 هاي متعدد اين ژن در نقش داشتن چندشكلي انجام شده بيانگر

 در يـك بررسـي در مـورد . اسـت مردان مبتلا به اليگواسـپرمي
 آلـل كه اي اين ژن و ناباروري مشاهده شد ه ارتباط چندشكلي

GSTM1B طور مشخصي در بين گروه نابارور مورد مطالعـه به 
 . ] ۱۸ [ تر است فراوان

 ژنتيك و متيلاسيون در در تحقيق حاضر نقش تغييرات اپي
 CpG ايـن جزيـره . پروموتر اين ژن بررسي شـد CpG جزيره

 است GC درصد ۷۰ باز طول دارد و محتوي بيش از جفت ۱۴۴
 الگوي متيلاسيون اين . هستند CpG صورت درصد آن به ۷۶ كه

 قبلاً در تحقيقات ديگر GSTM1 در پروموتر ژن CpG جزيره
 و همكـارانش (Lodygin) لـوديگين . نيز بررسـي شـده اسـت

 رات الگوي متيلاسيون اين ناحيه را در سرطان پروستات و تغيي
 ن آن را در و همكــارانش نقـش متيلاســيو (Dhillon) هيلـون د

 و نتـايج هـر دو تحقيـق بيـانگر نقـش ناباروري بررسي كردند
 يش هايپرمتيلاســيون ايــن تــوالي در خاموشــي بيــان ژن و افــزا

 ]. ۲۴ ، ۲۳ [ احتمال بيماري است
 هاي خون د كه در نمونه ده نتايج تحقيق حاضر نشان مي

 افراد نابارور غيرانسدادي و گروه كنترل تفـاوتي در الگـوي
 تغيير در الگوي متيلاسيون پروموتر . متيلاسيون وجود ندارد

 تواند از دلايل ناباروري از نوع اين ژن در خون محيطي نمي
 در گروه بافت وجود تنها . مردان ايراني باشد آزواسپرمي در
 هرچنــد ) نمونــه ۲ ( هــا درصــد نمونــه ۶ / ۲۵ آلــل متيلــه در

 بـا ؛ ) P­value = ۰ / ۵۷ ( يـست داري ن كننده ارتباط معنـي ثابت
 هرچند انجام . است دهنده تمايل به متيلاسيون اين حال نشان
 تري شـايد بتوانـد در اثبـات يـا رد نقـش ژن تحقيق بزرگ
GSTM1 ولي علت اختلاف در نتايج اين كننده باشد كمك 

 وجـود بـه دليـل تواند تحقيق با تحقيق در جمعيت هند مي
 تفاوت در الگوي متيلاسيون وابسته با فاكتورهاي بومي نيـز

ــد . باشـــد ــود هيلـــون د هـــر چنـ ــز در تحقيقـــات خـ  نيـ

 وجود هايپرمتيلاسيون را در گروه نابارور مشاهده كـرد امـا
 هاي مورد بررسـي شاهده شده در نمونه الگوي متيلاسيون م

 قيق حاضر متفـاوت هاي تح ها با الگوي متيلاسيون نمونه آن
 همه افراد طبيعي در خون محيطي و در بررسي حاضر . است

 بافت هر دو آلل متيله و غيرمتيله را دارند ولـي در تحقيـق
 هيلون افراد طبيعي در خون و بافت فقط د انجام شده توسط

 دهند و متيلاسيون را در تعدادي ه را نشان مي الگوي غيرمتيل
 البتـه در ]. ۲۳ [ هاي بافت نابـارور گـزارش كردنـد از نمونه

 تحقيقات لـوديگين در مـورد نقـش الگـوي متيلاسـيون ژن
GSTM1 در سرطان پروستات الگوي متيلاسـيون در بافـت 

 هـاي طبيعي غيرسرطاني مشابه الگوي متيلاسيون در نمونـه
 در تحقيق حاضر و تأييدكننده آن بـوده شده بررسي طبيعي
 هيلـون د رسد كـه نتـايج تحقيقـات نظر مي بنابراين به . است

 تفاوت در جمعيت مورد مطالعه باشـد تـا دهنده بيشتر نشان
 GSTM1 نقش فراگير متيلاسيون در ناحيـه پرومـوتري ژن

 . در جوامع مختلف
 ژنتيكي طور خلاصه بررسي حاضر تأييدكننده نقش اپي به

 . يست در ناباروري مردان ناشي از آزواسپرمي ن GSTM1 ژن
 اي از تواند نـشانه حال وجود دو نمونه كاملاً متيله مي با اين

 . تــأثير هرچنــد انــدك ايــن ژن در نابــاروري مــردان اســت
 توانـد مـشخص كنـد كـه آيـا مـي بيشتر هاي ژنومي بررسي

 توانـد منـشاء ژنتيكـي تغييرات اين ژن در مردان نابارور مي
 ؟ داشته باشد يا خير

 تشكر و قدرداني - ۵
 هـاي ارزشـمند جنـاب آقـاي از كمك مؤلفين بدين وسيله

 دكتر صارمي رئيس بيمارستان صارم و پژوهشكده سلولي صارم
 ايـن تحقيـق در . نماينـد پژوهش نهايـت تـشكر را مـي در اين

 پـور دانـشجوي چارچوب كار تحقيقاتي سركار خـانم خزامـي
. م شده است انجا كارشناسي ارشد
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