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Case Report Review Article 

Origins and Evaluation of DNA Damage in Infertile Individual 

Nasr-Esfahani M.H., Ph.D.*, Tavalaee M., M.Sc., Deemeh M.R., M.Sc. 
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Abstract 
Assisted reproductive techniques (ART) are considered as the first line of treatment in overcoming 

infertility. The scope of success of these methods depend on several factors including integrity of 

sperm and oocyte. Obviously, paternal genomic content has an important effect on fertilization 

potential in infertile couples. Thus, sperm DNA damage is a genomic disorder that exists in 

different degree in infertile men. Since the first reports on sperm DNA integrity, this subject has 

become the focus of numerous studies.  It has been reported that individuals with high percentage of 

sperm DNA damage have lower sperm parameters and, fertilization rate. Therefore, this review is 

based on our current understanding of mechanisms involved in sperm DNA damage and also will 

describe different procedures for evaluation of sperm DNA damage. 
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 چكيده
ميزان موفقيت اين . هاي نابارور است لات زوجبهترين گزينه براي رفع مشك) ART(هاي كمك باروري  امروزه استفاده از روش

در اين ميان سلامت ژنوم پدري اهميت زيادي در . ها به عوامل متعددي از جمله سلامت كامل تخمك و اسپرم بستگي دارد روش
ن نابارور وجود  اسپرم يك اختلال ژنومي است كه به ميزان متفاوت در مرداDNAبنابراين آسيب . ها دارد ميزان پتانسيل باروري زوج

 اسپرم منتشر شد مطالعات وسيعي در اين زمينه انجام گرفته و مشخص شده كه DNAاز زماني كه اولين گزارش در مورد آسيب . دارد
بنابراين با توجه به اهميت . يابد ، پارامترهاي اسپرمي پايين و قدرت باروري نيزكاهش ميDNAدر افراد داراي ميزان بالاي آسيب 

هاي متداول  و همچنين معرفي روشDNA هاي دخيل در ايجاد آسيب ، هدف اين مقاله مروري، بررسي منشاء و مكانيسمDNAسلامت
  . هاي كروماتين اسپرم است براي ارزيابي آسيب

  
  .، كمبود پروتامين، آپوپتوز، استرس اكسيداتيو، ناباروريDNA آسيب :ها كليدواژه
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  مقدمه
 براي درمـان نابـاروري     هاي كمك باروري    امروزه از روش  

به سلامت و بلوغ  ها ميزان موفقيت اين روش. شود استفاده مي
طي لقاح طبيعي و روش لقاح . هاي زوجين وابسته است     گامت

ــشگاهي ــوذ  )  IVF: In Vitro Fertilization(آزماي ــال نف احتم
داخـل تخمـك توسـط سـد          اسپرماتوزواي غيربالغ و ناسالم به    

رســد در صـورتي كــه در روش   زوناپلوسـيدا بـه حــداقل مـي   
داخـل سيتوپلاسـم      ميكرواينجكشن يا تزريق مستقيم اسپرم بـه      

اين سد وجود نداشته و بنـابراين ايمـن بـودن           ) ICSI(تخمك  
ــوده اســت  ICSIروش  ــي ب ــورد نگران ــشه م در ضــمن .  همي

تحقيقات نشان داده است كه انتخاب اسپرم توسط پارامترهاي         
توانـد گويـاي      نمـي ) غلظـت، مورفولـوژي، تحـرك     (معمولي  
 ]1-4 [ اسپرم باشدDNAسلامت 

هـاي لقـاح      مطالعات بيانگر اين مطلب است كه در تخمك       
گزينـي    ، ميزان لانه  DNAهاي داراي آسيب بالاي       يافته با اسپرم  
اگرچـه ژنـوم    .  يابـد   داري كـاهش مـي      طور معني   و بارداري به  
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توانـد دسـتخوش      آسيب ديده پـدري، طـي رشـد جنينـي مـي           
هـاي زيـاد،       قرار گيرد، ولي در صورت وجود آسـيب        پردازش

هـا    احتمال كاهش رشد جنين وجود داشته و اگر ميزان نقـص          
تواند نقايص بعد از تولـد را بـه همـراه داشـته               كمتر باشد، مي  

اي از بيمـاران، نـوزادان متولـد          به همين دليل، در دسـته     . باشد
ه  داراي نقص ژنتيكي بيشتري نسبت ب      ICSIشده توسط روش    

ذكر است كه تحقيقات متعـدد در       لازم به .نوزادان طبيعي هستند  
  .] 5-8 [اند اين زمينه، نتايج ضد و نقيصي را گزارش كرده

هاي كمك بـاروري نـشان        دست آمده از روش     تجربيات به 
، در DNAدهد، چنانچه اسـپرم بـا ميـزان بـالايي از آسـيب                مي

خمـك   وارد تخمك شود سيستم ترميمـي ت       ICSI و   IVFروند  
هـا را نداشـته و در         ممكن اسـت توانـايي تـرميم ايـن آسـيب          

هاي جنـسي   بسياري از موارد با وجود موفقيت در لقاح، سلول        
 8 تا   4توانايي تشكيل جنين يا ادامه تكامل را تا مرحله بعد از            

براسـاس  . سلولي كه مصادف با فعال شدن ژنوم است، ندارند        
مـك وابـسته بـه      تحقيقات مشخص شده كه توانايي ترميم تخ      

هـاي افـراد جـوان، از قـدرت تـرميم             سن مادر بوده و تخمك    
DNA 9 و2[ بالايي برخوردارند[  
 بيانگر ايـن    DNAعلاوه تحقيقات متعدد در زمينه آسيب         به

 و ميـزان لقـاح      DNAداري بين آسـيب       هستند كه ارتباط معني   
 اسـپرم و تـشكيل جنـين،        DNAوجود ندارد ولي بين آسـيب       

ــيت، ر ــوس و   بلاستوس ــاط معك ــارداري ارتب ــين و ب ــد جن ش
بنابراين با توجه بـه اهميـت       . ]9 و 5،  2[داري وجود دارد      معني

، هدف اين مقاله مروري بررسي عوامـل دخيـل          DNAسلامت  
هـاي متـداول    و همچنين معرفـي روش  DNA در ايجاد آسيب

  .هاي كروماتين اسپرم است براي ارزيابي آسيب
  

   اسپرمDNAمنشاء آسيب 
 اسـپرم ماننـد دلايـل ايجـاد         DNAايجـاد آسـيب در    دلايل  

ناباروري در مردان پيچيده و وابسته بـه فاكتورهـايي از جملـه         

اگرچه آسيب  . اي است   اي يا خارج از بيضه      عوامل درون بيضه  
DNA             اسپرم درمردان نابارور شناسايي و بـه نقـص در مرحلـه 

ن اسپرماتوژنز مربوط است، ولي اسپرم افـراد بـارور نيـز ميـزا            
  .]10[ را به همراه دارد  DNAقابل تشخيصي از آسيب

ــپرماتوژنز ــلول  اس ــر س ــامل تكثي ــذكر  ش ــسي م ــاي جن       ه
(germ cell)   بـه اسـپرماتوزوا   ، تقسيم ميوز و تمـايز اسـپرماتيد

 اسپرم يا ساختار كروماتين آن مـي        DNAبنابراين آسيب   . است
 DNAب  آسي. ]9 [رخ دهد    اسپرماتوژنز    از تواند در هر مرحله   

بنـدي    در بسته  نقايصيعلت   ه ب  مي تواند  در اسپرماتوزواي بالغ  
 ناشـي   DNAهاي آنـدوژني در      كه از شكستگي   باشد   كروماتين

. هـا باشـد    يا ناشي از روند آپوپتوز قبل از انزال اسـپرم   شود مي
تواند منجـر بـه آسـيب          نيز مي  ROSعلاوه ميزان بالاي توليد       به

DNA   اين، فاكتورهاي محيطي ماننـد     افزون بر   . ]11-13[ شود
سن، مصرف دارو و سيگار، فاكتورهـاي هورمـوني وافـزايش           

هـايي ماننـد واريكوسـل نيـز از ديگـر             ها و بيماري    دماي بيضه 
 و 10[ رونـد   اسپرم به شـمار مـي   DNAدلايل ايجاد آسيب در 

 كه در اين مطالعه فقط به مكانيسم عوامل اصلي ايجاد   ]17-14
هاي ارزيـابي آن پرداختـه و بـه     به روشو  DNA كننده آسيب

  .شود عوامل محيطي آن اشاره نمي
 
  بندي غيرطبيعي كروماتين بسته

 كـه   هاي سوماتيك  ساختار كروماتين اسپرم برخلاف سلول    
اي تـشكيل شـده       هاي بيـضه    ساختار هيستوني دارد از پروتئين    

هـا وجـود دارد،        نـوع از ايـن پـروتئين       3در پستانداران   . است
 اسـت،  DNAتـرين پـروتئين اتـصالي بـه       كه عمده  1ين  پروتام

شـود و     هـا بيـان مـي        كه فقـط در برخـي از گونـه         2پروتامين  
جايي هيستون بـا پروتـامين     هاي انتقالي كه هنگام جابه      پروتئين

طـي مرحلـه    . كننـد   هـاي واسـطه عمـل مـي         عنوان پـروتئين    به
اي   هـاي بيـضه      درصد ايـن هيـستون     85اسپرميوژنز، در حدود    

 15شود و علـت بـاقي مانـدن     ها جايگزين مي  سط پروتامين تو
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هاي موجود در اين      ها، احتمالا به دليل نقش ژن       درصد هيستون 
هـا    سري از ژن    ها در لقاح، رشد اوليه جنيني و بيان يك          قسمت

همراه با  . ]18-21[است) Imprinting(هاي اثرگذار     از جمله ژن  
ز آرژنين و سيـستئين     هاي غني ا    ها، پروتامين   جابجايي هيستون 

هاي سولفيدريل آزاد سريعاً اكسيد       طي عبور از اپيديديم، گروه    
. شـود   سـولفيدي مـي      دي S-Sشده و باعث تشكيل پيونـدهاي       

. وجود اين پيوندها دليـل پايـداري سـاختار كرومـاتين اسـت            
وجود آمدن پيوندهاي   باعث بهZnهاي  همچنين وجود مولكول  

شود كه اين پيوندها نيز در افـزايش           مي s....Zn....sغيركووالان  
پس از لقاح دوباره    . ]7[پايداري ساختار كروماتين مؤثر هستند      

هـا   هاي موجود در ژنوم تخمـك جـايگزين پروتـامين           هيستون
در . يابـد   شده و فراينـد متـراكم شـدن كرومـاتين خاتمـه مـي             

حقيقت نقص در محتواي ميزان پروتـامين در مـردان نابـارور            
متراكم شدن صحيح كرومـاتين بـراي رونـد لقـاح           بيانگر عدم   

ــيب    ــه آس ــدن ب ــستعد ش ــي، م ــراكم زودرس DNAطبيع  ، ت
  بوده و با عدم فعال شدن        ICSIبعد از انجام    ) PCC(كروماتين  

  .]23 و 22[تخمك همراه است 
اندكه در مردان نابارور نـسبت        مطالعات مختلف نشان داده   

وجـود  . يـشتر اسـت   پروتامين نسبت به افراد بارور ب     / هيستون
پروتـامين باعـث نقـص در تـراكم         / نقص در نسبت هيـستون    

ي اسپرم  DNAكروماتين اسپرم شده كه همين امر مستعد شدن         
. دنبـال دارد  هـاي خـارجي را بـه    براي  آسيب در مقابل شـوك    

نتايج اخير بيانگر يك ارتباط مستقيم بـين كمبـود پروتـامين و             
ح در ايـن بيمـاران   و در نتيجه كاهش ميـزان لقـا  DNA آسيب 
 1999و همكاران در سال     ) Sakkas(ساكاس  . ]11و  7،9[است  

 ICSIهاي تزريق شده در       نشان دادند كه درصد بالايي از اسپرم      
 يا لقاح طبيعي، توانايي تشكيل      IVFيا نفوذ پيدا كرده طي لقاح       

هـا حـاوي      اند كـه احتمـالاً ايـن تخمـك          ها را نداشته    هستهپيش  
 كه كروماتين آنهـا هنـوز در مرحلـه فـشردگي            هايي هستند   اسپرم

  .]24[ هستند PCCباقي مانده يا حاوي تراكم زودرس كروماتين 

   اسپرمDNAنقش آپوپتوز در آسيب 
هـاي    طي روند اسپرماتوژنز در پـستانداران، مـرگ سـلول         

ريـزي    رسد كه اين مرگ برنامه      دهد و به نظر مي      زاينده رخ مي  
مـرگ  . شـود   هـا مـي     پرم در صـد از اس ـ     25شده باعث حـذف     

ها به صورت طبيعـي نقـش مهمـي را در رونـد               انتخابي سلول 
  .]26و 25 [كند اسپرماتوژنز ايفاء مي

ها به طور عمده توسط مكانيزم آپوپتوز كه يك   مرگ سلول 
پديده فيزيولوژيك همراه با يكسري وقايع آبشاري اسـت، رخ          

دهــد كــه  مطالعــات متعــدد روي مــوش نــشان مــي. دهــد مــي
تورهاي پـرو و آنتـي آپوپتـوز نقـش مهمـي را طـي رونـد                 فاك

هـاي زاينـده  ايفـاء         اسپرماتوژنز و ايجاد هموسـتاز در سـلول       
  هــاي ســرتولي از طريــق سيــستم عــلاوه ســلول بــه. كنــد مــي
FAS (apoptosis stimulating fragment) تواننـد آپوپتـوز را     مـي

 را از   اين سيستم فعاليت خود   . شروع و ميزان آن را تنظيم كنند      
 انجـام   (FAS) بـا ليگانـد خـود      FASطريق واكنش بين پروتئين     

هاي آبشاري در روند آپوپتوز شـامل         همچنين فعاليت . دهد  مي
 را  DNAهـاي     فعال شدن اندونوكلئازها كه شكـست در رشـته        

 kb 185 به قطعات    DNAتخريب  . ]10[كند نيز هست      القاء مي 
ولي اسـت كـه     هاي مشخصه آپوپتوز و مرگ سل       يكي از نشانه    

هـاي آپوپتـوز شـده،        از همين خاصيت براي شناسـايي سـلول       
  .]10 [كنند استفاده مي

روند آپوپتوز دو نقش عمده را طـي اسـپرماتوژنز طبيعـي            
هـاي زاينـده بـه آن         كند كه عبارتند از كـاهش سـلول         ايفاء مي 

هاي سرتولي حمايت شود و همچنين        تعدادي كه توسط سلول   
طـي ايـن رونـد      . ]27[ غيرطبيعـي    هـاي   حذف انتخابي اسـپرم   

بسياري از سلولهاي ناكارآمد از جمله سلولهاي مسن، نابالغ يا          
سـري    پيامد آپوپتوز رخ دادن يك    . شوند  آسيب ديده حذف مي   

از وقايع از جمله اخـتلالات غـشاي سـلول، نـا مـنظم شـدن                
اسكلت سلولي، متراكم شدن هسته و قطعه قطعه شدن ساختار          

DNA   سـري پروتئينازهـاي      علاوه يك   به. ]27  و 18،  10[ است
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نام كاسپاز نيز نقش مهمي را در تنظـيم ميـزان آپوپتـوز               ويژه به 
صـورت پروآنـزيم در       اين پروتئينازهـا ابتـدا بـه      . كنند  ايفاء مي 

ساز ترشح شـده و سـپس باعـث شـروع             هاي مني   اپيتليوم لوله 
هــاي  شــوند كــه ســيگنال هــاي آبــشاري ديگــري مــي فعاليــت
هاي مرگ سلولي در سـطح        گيرنده. كند  ز را القاء مي   پروآپوپتو

 از جمله فاكتورهايي هستند TNFα و گيرنده FAS اسپرم مانند 
كه توسط آنزيم كاسپاز فعال شـده و منجـر بـه مـرگ سـلولي         

  .]18و 10[شود مي
هاي مختلفي در رابطه بـا اسـپرماتوزواي           احتمالاً مكانيسم 

توان بـه      از آن جمله مي    غيرطبيعي در مايع مني وجود دارد كه      
 يا فرار از آپوپتوز اشاره كرد به ايـن  Abortive apoptosisنظريه 

دهنـده    صورت كه وجود ماركرهاي آپوپتوز در مايع مني نشان        
توليد اسپرم غيرطبيعي است كه از فرايند آپوپتوز فرار كـرده و            

  . ]28-30[منجر به بيان نشانگرهاي آپوپتوز شده است 
  

   ROSاتيو به واسطه استرس اكسيد
اسپرم به دليل وجود اسيدهاي چرب غيراشباع فـراوان در           

هـاي    سطح غشاي پلاسمايي و همچنين به دليل كمبـود آنـزيم          
هاي اكـسيداتيو بـسيار       محافظتي در سيتوپلاسم در برابر شوك     

طي دهه گذشته مطالعات نشان داده است كه       . پذير است   آسيب
ب غـشاي پلاسـمايي اسـپرم       شوك اكسيداتيو باعث ايجاد آسي    

گـذارد و منجـر بـه         شده و احتمالاً بر فعاليت اسپرم تـاثير مـي         
در مايع منـي ابتـدا   ROS منشاء توليد . شود ناباروري مردان مي

اي اسـت   هاي چند هـسته   خود اسپرماتوزوآ و سپس لوكوسيت    
]36-31[.  

داري بـين     دهد كه ارتباط معنـي      علاوه مطالعات نشان مي     به
 و آپوپتوز وجود دارد كه در نهايت منجر به آسيب           ROSتوليد  
DNA   لـوپز . ]37 و 35[شود     در اسپرم مي (Lopes)    و همكـاران 

توانـد     مـي  ROS نشان دادند كه افـزايش توليـد         1998در سال   
منجر به كاهش پارامترهاي اسپرمي در مقايسه با افـراد طبيعـي           

،  كمتري دارنـد   DNAكه آنتي اكسيدان مصرف نموده و آسيب        
همچنين مشخص شده، درافرادي كه ميـزان زوايـد         . ]35[شود  

سيتوپلاسمي در مايع منـي زيـاد اسـت، مرحلـه اسـپرماتوژنز             
ــد     ــزان تولي ــزايش مي ــا اف ــوده و ب ــي ب ــراه ROSغيرطبيع  هم

  . ]39و 38[هستند
 
   اسپرمDNAهاي تعيين آسيب  روش

 اسپرم براي لقاح و تكامـل جنـين ضـروري           ژنومسلامت  
روش متفـاوت    اسـپرم دو     DNA آسـيب    رسـي بـراي بر  . است

  :وجود دارد
تـك  به هر دو فـرم       را   DNAهاي   هايي كه شكستگي   روش

 TUNELتوان بـه روش      كنند كه مي   رشته و دو رشته تعيين مي     
)deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end 

labeling ( كرداشاره .  
گيـري    انـدازه هايي كه سلامت كروماتين اسپرم را بـا   روش

وره شدن  ت نسبت به دنا   DNA حساسيت كروماتين و مخصوصاً   
تـوان بـه روش    مـي  كه كند تحت تيمارهايي خاص ارزيابي مي    

CMA3،SCSA ،COMET و SCDاشاره كرد . 

هاي ديگري نيز بـراي ارزيـابي كرومـاتين          آزمونعلاوه   ه ب
 .امه به آن اشاره خواهد شدداسپرم وجود دارد كه در ا

  
  TUNEL آزمون

ــا   ــار توســط گورزيك ــين ب ــون اول ــن آزم  و Gorczica)(اي
 انجام گرفت و براي تـشخيص ميـزان        1993همكاران در سال    

 آزمـون در ايـن  . ]40[ كـاربرد دارد      DNAآسيب در دو رشـته      
 DNAدو رشـته      فراگمنته شده، تـك رشـته و       DNAهاي   پايانه

. يـرد گ توسط نوكلئوتيدهايي نشاندار شده، مورد هدف قرار مي       
اين آنزيم . شود واكنش توسط يك پايانه ترانسفرازي كاتاليز مي   

ژنـين   ديگوكـسي اكسي يوريدين تغيير يافته را با بيوتين يـا         دي
)digoxigenin( در پايانــه OH3اي كــه شكــسته شــده    از رشــته
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سپس نوكلئوتيدهاي تغيير يافته توسـط      . شود  مياست، تركيب   
طـور مـستقيم     هنوكلئوتيد ب . شود  بادي فلورسنت تعيين مي    آنتي
رنـگ فلورسـنت مـشاهده      . تواند با فلئوكروم نشاندار شود     مي

 DNAهـاي    افزايش تعداد شكستگي   شده در هر اسپرم، نشانگر    
 DNAهاي رنگ گرفته بيانگر ميزان آسـيب          درصد اسپرم . است

تـوان از     هاي آسيب ديده مي     براي تشخيص اسپرم  . اسپرم است 
 با ميكروسكوپ فلورسنت و دستگاه دو روش مشاهده مستقيم   

 ).A 1شكل (]40[فلوسايتومتري استفاده كرد 

  
   COMETروش

ــيون  COMETروش  ــين فراگمنتاسـ ــراي تعيـ  در DNA بـ
 و  (Ostling) اوسـتينگ     توسـط  1984هاي اسپرم در سال      سلول

معرفـي  ) Oliva(با توجه به مقالات اليـوا   )Johanson(جانسون 
هـاي   ي خنثـي بـراي شكـستگي      ها از شـرايط بـافر      شد كه آن  

بـا كمـي تغييـرات از بـافر         . كردنـد   استفاده مـي   DNAدورشته  
هاي   آلكالين براي افزايش حساسيت هم شكستگي      ،الكتروفورز
 اسـتفاده   DNAاي   هـاي دو رشـته     اي و هم شكستگي    تك رشته 

 كـه انـواع مختلـف    روش بـه دليـل ايـن   ايـن   . ]42 و   41[ شد
ــيون  ــروز DNAفراگمنتاس ــد نك ــشخيص  مانن ــوز را ت و آپوپت

 فراگمنتـه   DNAكـه داراي     اسپرم هايي .  سودمند است  ،دهد مي
ند داراي شكلي شبيه قطره اشك بـوده كـه بـه دليـل             هستشده  

 اســت و شــدت DNAمهــاجرت و كــشيدگي قطعــات كوتــاه 
 اسـت كـه از      DNAآميزي دم بيانگر مقدار شكـستگي در         رنگ

ن مقـدار   كند و اي ـ   قطب منفي به سمت قطب مثبت حركت مي       
 DNA متفـاوتي از فراگمنتاسـيون       اتدهنده درج ـ  حركت نشان 

ان ع ـ اذ 2002همكاران در سـال       و (Tomsu)  تامسو .]43[است  
در ناحيه دم و سر براي پيـشگويي         COMET  آزمون داشتند كه 

هايي كه ناباروري   در زوج مخصوصاIVFًكيفيت جنين و نتايج 
افـزايش آسـيب    .  سودمند است  ،با فاكتورهاي نامشخص دارند   

DNA  باعــث عــدم موفقيــت در تكامــل جنــين پــس از ICSI 
و ) Nasr-Esfahani(عـلاوه، نـصر اصـفهاني         بـه . ]44[ شـود  مي

  ميــزان فراگمنتاســيون را بــه روش2005همكــاران در ســال 

COMET       ارزيابي و بيان كردند، آسيب DNA   هايي    بيشتر در اسپرم
همچنـين  . نـد دهد كـه كـاهش در محتـواي پروتـامين دار      رخ مي 

 اسپرم مانع از فرآيند لقاح      DNAبرخلاف كمبود پروتامين، آسيب     
هايي كه داراي اسپرم با ميزان بالايي         با اين وجود، جنين   . شود  نمي

 هستند، توانايي كمتري براي رسـيدن بـه مرحلـه           DNAاز آسيب   
  ).B 1شكل (]46، 45، 8[بلاستوسيست را دارند 

  

   
      A                                         B                                           C                                           D  

  
  D :Aniline blue و  A:TUNEL ،COMET:B ،CMA3:C توسط DNA ارزيابي آسيب .1شكل 
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Sperm chromatine dispersion test 
 در اسـپرم    DNAبه مكانيسم متراكم شـدن بيـشتر        با توجه   

توان  هاي سوماتيك، با استفاده از اين آزمون مي نسبت به سلول
 را بـا اسـتفاده از بـافر         DNAدرجات متفاوتي از فراگمنتاسيون     

 كه منجر به شكسته شـده بانـدهاي دي سـولفيد و             -ليز كننده 
الـت  در ايـن ح   .  ارزيابي كرد  -شود   مي خارج شدن پروتئين ها   

اي اطراف ساختار مركـزي   و هاله خارج شده DNA هاي  لوپ

پس از تيمار با اسيد، اسـپرماتوزوايي       . شود هسته تشكيل مي  
هـاي    فراگمنته شده است، پراكنـدگي لـوپ       DNAكه داري   

DNA         هـا يـا عـدم        به دام افتاده و بيانگر محدود شدن هالـه
 هـايي اسـت كـه      كه متفاوت از اسپرم    ]47[ست  ها وجود آن 

 براساس نـوع    ها اندازه هاله . است DNAفاقد فراگمنتاسيون   
 توســط ميكروســكوپ نــوري يــا فلورســنت آميــزي، رنــگ

 ).2شكل  (]48[شود  ميبررسي 

  
 

                                                                    
  

                             A                             B                            C                           D                         E 
  

   Sperm chromatin dispersion.آزمون  .2 شكل
:A&B بدون فراگمنتاسيون ( اسپرم با اندازه بزرگ و متوسط هالهDNA(  ،C, D, & E  :هاي متفاوتي از فراگمنتاسيون  حالتDNA  

  
 

  )A3 ) CMA3كرومومايسين 
 يــك A3 (Chromomycin A3: CMA3) ايــسينمكرومو
 است كه با مولكول پروتامين براي اتصال به شـيار           فلوروكروم
ــك  ــتهDNAكوچ ــي   دو رش ــت م ــد اي رقاب ــد  .كن ــي رون  ط

جا شـده     ها با پروتامين جابه     اسپرماتوژنز قسمت عمده هيستون   
آميـزي    بنابراين رنگ  .]49-51[تا كروماتين اسپرم متراكم شود      

CMA3     د براي بررسي وضعيت تراكم      يك روش حساس و مفي
 .طور غيرمستقيم است    كروماتين و بررسي محتواي پروتامين به     

دهد كـه بـين كمبـود پروتـامين          مطالعات انجام شده نشان مي    
 ICSI و ميـزان لقـاح بعـد از          ) مثبـت  CMA3(كروماتين اسپرم   

 مطالعات قبلي نيز نشان     .]52-55[ داري وجود دارد   رابطه معني 
دليل ايـن   .  پروتامين با عدم لقاح رابطه دارد      مي دهد كه كمبود   

تواند با تراكم زودرس كروموزومي يا فاكتورهاي ديگـر      امر مي 
مانند نقايص آكروزومي يـا فاكتورهـاي فعـال كننـده تخمـك             

 SAOAF)(وابسته به اسـپرم     
 ]56 و 23 ، 22[در ارتبـاط باشـد       1

 ).C 1شكل(

  
(SCSA) Sperm Chromatin Structure Assay 

 روش نيز يك روش مناسب براي بررسي ميزان آسيب          اين
DNA               است كه وابسته بـه رنـگ فلورسـنت بـوده و براسـاس 

 در مقابل حرارت يا القاي DNAخاصيت دناتوره شدن ساختار    
آميـزي اكريـدين      در ايـن روش از رنـگ      . اسيدي استوار است  

________________________ 

1. Sperm associated oocyte activating factors  
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هـاي داراي     براي تشخيص اسـپرم   . ]18[شود    اورانژ استفاده مي  
 از دستگاه فلوسـايتومتري كـه توانـايي شـمارش     DNA آسيب

اكريـدين  . ]18[شـود     تعداد زيادي اسپرم را دارند، استفاده مـي       
 DNAاورانژ يك رنگ متـاكروم اسـت كـه هنگـام اتـصال بـه                

 آيد ولي در حالت اتصال بـه  دناتوره شده به رنگ قرمز در مي

DNA            كنـد   با ساختار طبيعي به رنگ سبز خـود را نمايـان مـي .
: دهــد  چنــد پــارامتر را مــورد بررســي قــرار مــيSCSAش رو

 DNA (DFI) شاخص آسيب 

هاي تـشخيص     كه ميزان شكست   1
 HDSكند و      را بيان مي   DNAداده شده در ساختار     

كـه بيـانگر     2
جـايي     بـوده و نقـايص جابـه       DNAها در دو رشـته        شكستگي

و ) Agarwal(آگـاروال   . دهـد   هيستون با پروتامين را نشان مـي      
 اذعان داشـتند، بـا اسـتفاده از آزمـون           2005ان در سال    همكار
SCSAهنگـامي كـه ميـزان     توان بارداري را پيشگويي كرد؛ ، مي

DFI درصــد باشــد، ميــزان درصــد بــارداري 28-30 بــالاتر از 
  .]58 و57[يابد  كاهش مي

 براسـاس   2002و همكاران در سـال      ) Evenson(ايونسون  
روري، افـراد را از نظـر       دست آمده از پتانـسيل بـا        اطلاعات به 

گروه عالي  . اند   گروه تقسيم بندي كرده    4 به   DNAميزان آسيب   
، گـروه متوسـط   DFI= 15-24، گروه خـوب   >DFI  درصد15

I30-25=DF 30 وگروه ضعيف>  DFI  و هنگامي كه شـاخص
HDS    باشد، پتانسيل باروري در مردان تنها در يك         15 بيشتر از 

دو مطالعـه مـستقل از هـم در         . ]59[شـود     بندي مي   گروه طبقه 
 DNAآمريكا و اروپا نشان داده اسـت كـه اگـر ميـزان آسـيب                

  درصد باشد، پتانـسيل  30 بيشتر از SCSA بررسي شده توسط
يابد و ايـن پـارامتر مـستقل از           باروري مردان بسيار كاهش مي    

 60[ديگر پارامترها مانند غلظت، حركت و مورفولوژي اسـت          

________________________ 

1. DNA fragmentation index  

2. High DNA stainability  

 نـشان   1997ينـدان و همكـاران در سـال         علاوه، اراو   به. ]61و  
 بـراي  TUNEL و  SCSA،COMETهـاي   دادند كه بـين آزمـون  
 [داري وجـود دارد   يك رابطه معنيDNAبررسي ميزان آسيب 

 قـادر بـه     AOهاي فلورسنت ديگري مانند       هر چند روش  . ]62
 هستند اما تحقيقات نشان داده است كه        DNAتشخيص آسيب   

  .]57 و 50[تر است   يك روش مطمئنSCSAآزمون 
  

  آنيلين بلو
هـاي    توان از رنـگ     براي بررسي تراكم كروماتين اسپرم مي     

ــرد    ــتفاده ك ــو اس ــدين بل ــو و تولوئي ــين بل ــوم .]63[آنيل  تراك
)Traquem (   و دادون)Dadoune (   نشان دادند كه    1983در سال 

هاي  طور خاص وجود هيستون   آميزي آنيلين بلو اسيدي به      رنگ
طـي  . ]64[دهد    ختار كروماتين اسپرم نشان مي    اضافي را در سا   

هـا و تـراكم كرومـاتين در          ها بـا پروتـامين      جايي هيستون   جابه
هاي طبيعي رنـگ آنيلـين بلـو را بـه             مرحله اسپرميوژنز، اسپرم  

هايي كه تراكم ناقص دارند يا بلوغ         گيرند، ولي اسپرم    خود نمي 
 ـ  اند اين رنگ را به خـود مـي          كافي را طي نكرده     و  65[د  پذيرن

 درصد  20 نشان داد كه     1988در سال   ) Dadoune(دادون  . ]66
هـاي طبيعـي در مـردان بـارور بـا آنيلـين بلـو رنـگ                   از اسپرم 

 نيز ايـن    1990در سال   ) Hofmann(همچنين هافمن   . شوند  مي
علاوه مطالعـات متعـددي       به. ]68 و 67[اطلاعات را تأييد كرد     

ها در مـردان نابـارور        رمپذيري اسپ   اند كه ميزان رنگ     نشان داده 
دار بـين     بيشتر از مردان بارور است و همچنين يك رابطه معني         

 و 50 [ وجـود دارد IVFپذيري آنيلين بلـو و نتـايج    ميزان رنگ
  ). D 1شكل (]23

در حال حاضر مقالات متعددي در ارتباط با تـأثير آسـيب            
DNA    هاي كمك باروري منتشر شده است        اسپرم روي  روش .

تواند با تخمك لقاح يابد،        غيرطبيعي مي  DNAسپرم با   اگر چه ا  
هايي طي تكوين و پـس از         اما ممكن است منجر به ناهنجاري     

هــاي مختلفــي بــراي بررســي  در ايــن راســتا روش. آن شــود
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 اسپرم ارائه شده كه در مقاله مـروري حاضـر           DNAهاي    آسيب
رسـي و   بر DNAهاي دخيل در ايجاد آسـيب         منشاء و مكانيسم  

هاي كروماتين اسپرم     هاي متداول ارزيابي آسيب     همچنين روش 

ها براي اسـتفاده      بنابراين شناخت اين روش   . معرفي شده است  
هـاي كمـك    ها در مراكز باليني براي انجـام روش        معمول از آن  

 .باروري مورد نياز است
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