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   ساختار كروماتينارتباط بين قابليت اتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك با بررسي 

 ،**.ph.D ياكبر وحدت، ***M.Sc.مرضيه تولايي  ،**.M.Scيفرهاد فتح ،*.ph.Dيشهناز رضو  1

    **** .ph.Dي نصر اصفهاننيمحمد حس 
   دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اصفهانعلوم تشريحگروه *

 گروه زيست شناسي دانشكده علوم دانشگاه اصفهان** 
 گروه آندرولوژي پژوهشكده رويان اصفهان *** 

  گروه جنين شناسي ، گروه آندرولوژي و گروه سلولهاي  بنيادي پژوهشكده رويان اصفهان و مركز باروري و ناباروري اصفهان**** 
  85 اسفندماه :، تاريخ پذيرش 85ماه  دي :تاريخ وصول

 چكيده
تعيين  و ICSIجهت افزايش شانس موفقيت در   (HA) به اسيد هيالورونيك آنقابليت اتصالبر اساس انتخاب بهترين اسپرم  :هدف

 DNA وني فراگمانتاسزانيو م ارتباط بين قابليت اتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك با كمبود پروتامين

مركز باروري و ناباروري اصفهان جمع آوري شد، بخشي از آن براي آناليز  بيمار مراجعه كننده به 55مايع مني از : مواد و روشها
. ،  استفاده شدHA-binding و باقيمانده آن براي آزمون WHOبر اساس معيار ) مورفولوژي، غلظت و تحرك اسپرم( معمول مايع مني 

 .را محاسبه كرد HAتوان درصد اتصال اسپرم به   مي،ي ميكرواينجكشنهابا قرار دادن اسپرم در مجاورت اسيد هيالورونيك درون ديش
 و A3  از رنگ آميزي پاپانيكولا، رنگ آميزي كرومومايسينDNAبراي بررسي مورفولوژي اسپرم، كمبود پروتامين و فراگمانتاسيون 

  . استفاده شد SCDآزمون
و غلظت  و با تحرك دار يرتباط معكوس معن اي داراي مورفولوژي غير طبيعيها با درصد اسپرمHAدرصد اتصال اسپرم به  :هايافته

و (p=0.028) با كمبود پروتامينHA درصد اتصال اسپرم بهبين همچنين . (p<0.001) دهد را نشان ميدار  ياسپرم ارتباط مستقيم معن
 .ي وجود دارد داريارتباط معكوس معن) =DNA 0.035) p فراگمانتاسيونميزان 

العه نمايانگر آن است كه اسپرمهاي متصل به اسيد هيالورونيك، داراي مورفولوژي و ساختار  نتايج حاصل از اين مط:گيري نتيجه
توان از اسپرمهايي كه به اسيد هيالورونيك متصل   ميICSI انجامبنابراين براي انتخاب بهترين اسپرم براي . كروماتين طبيعي هستند

  .اند، استفاده كرد شده
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  مقدمه
 ، اسپرم را قادر   )ICSI(روش تزريق اسپرم به درون سيتوپلاسم       

ي طبيعـي مـستقيماً بـه       هاسازد كه با پشت سر گذاشتن سد       مي
اگرچه ايـن روش يـك فرصـت        . ]1[درون تخمك وارد شود     

 فـراهم كـرده   منحصر به فرد را براي درمـان نابـاروري مـردان      
يي را نيز بـه همـراه داشـته         هااست ولي ممكن است دل نگراني     

 ICSIاول اينكه در فرزندان پسري كه با استفاده از روش          . باشد
آيند احتمال ميزان آنو پلوئيدي و اخـتلالات مربـوط            مي به دنيا 

دوم اينكـه فرآينـد     . يابـد   مـي   افـزايش  Yبه حذف كرومـوزوم     
 طـي تكامـل رخ داده اسـت بـه           انتخاب طبيعي اسـپرم كـه در      

وسـيله يـك انتخــاب تـصادفي از طـرف يــك جنـين شــناس      
بنابراين ممكن اسـت اسـپرمي كـه توانـايي          . شود  مي جايگزين

باروري طبيعي تخمك را ندارد، بدين ترتيـب فراينـد لقـاح را             
در حال حاضـر جنـين شناسـان بـا انتخـاب            . ]2-4[آغاز كند   

تحـرك، توانـسته انـد     بهترين اسـپرم از لحـاظ مورفولـوژي و       
شانس ميزان موفقيت در بـاروري را بـا تزريـق آن بـه داخـل                

 مورفولـوژي   امـا  ]5[د  اي نابارور فراهم سازن     ه زوج تخمك در 
طبيعي اسپرم قادر به پيشگويي وجود يا عدم وجود اخـتلالات          

 بنـابراين انتخـاب   . نيستدراسپرم   DNAو سلامت   كروموزمي  
 طبيعـي ممكـن اسـت       حـرك  و ت   مورفولـوژي  بر اساس اسپرم  

 DNA داراي سـلامت      انتخاب اسپرم بالغ   برايشاخص مناسبي   
شـود،    مـي   اسـتفاده  ICSI برايو فاقد اختلالات كروموزمي كه      

  ].6[ نباشد
وجود پروتامين در ساختار كروماتين به عنوان  نـشانگر بلـوغ            

طـي فرآينـد اسـپرماتوژنز      . ]7[شـود   مي هستة اسپرم محسوب  
 پروتئينهـاي   لهيدر ساختاركروماتين به وس ـ   ي موجود   هاهيستون

شوند، بعداً در جريان مرحله اسـپرميوژنز،         مي انتقالي جايگزين 
 ي انتقـالي  هاجايگزين اين پروتئين  ) p1,p2(ي پروتامين   هاپروتئين

كـه   دهـد   مـي   اجـازه  DNAواكنش بين پروتـامين و      . شوند مي
DNA    پلهـاي دي    هم قرار گيرد و به واسطه        مجاور به صورت

بين  اسيدهاي آمينـه     ) درون مولكولي  بين مولكولي و  (سولفيد  

 در. شود  مي به هم فشرده   كروماتين اسپرم    ،سيستئين پروتامينها 
  جـايگزين هـا از هيستونها به وسـيله پروتامين درصد 85مجموع  

شود كه اين تراكم و به هم فشردگي هسته           مي تصور. دنشو مي
 ي خـارجي از   هاسترس ـاسپرم براي محافظت ژنوم  اسپرم  از  ا         

باشـد همچنـين    قبيل اكسيداسيون يا درجه حرارت بـالا مهـم          
 و  8[باعث تسهيل انتقال اسپرم در مجراي تناسلي مـاده شـود            

9[. 

 بـر  اسپرم انـسان ممكـن اسـت         DNA علاوه، فراگمانتاسيون  به
 از   درصد 10 به طور تقريبي  . تاثير منفي گذارد  نتايج توليد مثل    

 از اسـپرماتوزواي     درصد 20-25بارور و   اسپرماتوزواي مردان   
اسـت   DNA  فراگمانتاسـيون   از ي سطوح  داراي مردان  نابارور  

 متعـددي از  عوامـل ) Sakkas & Shen( سـاكاس و شـن   ].10[
تغييــر در ميــزان بيــان آنــزيم     ،كمبــود پروتــامين : جملــه

ــوايزومراز ــوز،IIتوپ ــسيژن، آپوپت ــاي آزاد اك  ،)ROS (  راديكاله
درمـاني، اسـتعمال دخانيـات و        اني، پرتـو  داروها، شيمي درم ـ  

را به عنوان علل تخريب كروماتين اسپرم گـزارش         واريكوسل  
 . ]12 و 11[نموده اند 

(Heat Shock Protein) HSPA2ي بيوشـيميايي  هـا  يكي از ماركر
 ـ] 13-16[شـود     مـي  است كه در مرحلـه اسـپرماتوژنز بيـان          اب

تـوان    مـي  RT-PCRبررسي ميزان بيان ايـن پـروتئين ار طريـق           
ميزان اسپرمهاي بالغ و نابالغ را در افراد نابـارور ارزيـابي كـرد        

 حــذف زوائــدهمزمــان بــا  جريــان اســپرميوژنز  در.]17, 18[
پلاسـمايي اسـپرم نيـز      ي  شا غ ـ ،HSPA2سيتوپلاسمي و سـنتز     

. شـود   مـي   بـا بلـوغ    ارتبـاط  دستخوش يك تغيير وضـعيت در     
در غشاي پلاسـمايي    دهند كه تغيير      مي مطالعات متعددي نشان  

 قوياسپرم، يك روند مرتبط با بلوغ اسپرم است و يك ارتباط            
سيتوپلاسمي و ماركرهاي بيوشيميايي غشاي      بين حذف زوايد  

به علاوه ثابت شـده اسـت       . ]19[پلاسمايي اسپرم وجود دارد     
كه اسپرم نابالغ همراه با زايده سيتوپلاسمي قابليت اتـصال بـه            

شود   ميرا ندارد، بنابراين گفته) Zona pellucida(منطقه شفاف 
كه ايجاد رسپتورهايي براي اتصال به منطقه شفاف قـسمتي از           

يكي . ]19 و   18[فرآيند تغيير در غشاي پلاسمايي اسپرم است        
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يي كه طي اين تغييرات در سطح غشاي پلاسـمايي          هااز پروتئين 
  بـوده كـه يـك رسـپتور          PH-20شود پروتئين     مي اسپرم ايجاد 

 اتصال اسپرم   . محسوب مي شود   (HA)ي اسيد هيالورونيك    برا
 جادي سر اسپرم ا   ي رو رندهي گ ني ا قي از طر  كيالورونيه ديبه اس 
   .]21 و 20[ شود مي

ــيد ــي دي    اس ــر خط ــك پليم ــان ي ــا هيالورون ــك ي هيالوروني
 كمـپلكس    و ساكاريدي است كـه در دسـتگاه تناسـلي مؤنـث          

اسـپرم زنـده     ].23 و   22[ كومولوس اووفـوروس وجـود دارد     
 پلاسـمايي آن وجـود   ي كـه روي غـشا     PH-20توسط پروتئين   

بنـابراين  ]. 21 و   20[ شود  مي هيالورونيك متصل  دارد، به اسيد  
اتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك در محـيط آزمايـشگاه يـك            
شاخص خوبي خواهد بود كه بلوغ، قابليت حيات و سـلامت           

  نـشان  ،تبط اسـت  آكروزومي اسپرم را كه با باروري مردان مـر        
  ].24[ دهد مي

امروزه به طور معمـول آمـاده سـازي مـايع منـي بـراي روش                
بـا ايـن    . گيرد  مي   توسط روشهاي گراديان انجام     ICSIدرماني    

وجود مطالعـات اخيـر، روشـهاي جديـد و متفـاوتي را بـراي             
انتخاب و جداسازي اسپرم معرفي كرده اند كه اساس آنهـا بـر             

يكي از  . ات عملكردي اسپرم است   ساختار مولكولي و مشخص   
اين روشها، آزمايش توانايي اتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك                                                                           

 )assay HBA: Sperm-Hyaluronan Acid binding ( 25[اسـت[ .
فـراد  بنابراين در اين مطالعه تصميم گرفته شد در هر يـك از ا            

نابارور ميزان درصد اتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك ارزيابي         
 اسـپرم   DNA و فراگمانتاسـيون     نو ارتباط آن با كمبود پروتامي     

 . بررسي شود

  

  مواد و روشها
در ايـن   . اين تحقيق يـك مطالعـه توصـيفي و تحليلـي اسـت            

زوج نابارور مراجعـه كننـده بـه مركـز           56از مايع مني    مطالعه  
آنـاليز معمـول مـايع      . اصفهان استفاده شد   ناباروري   باروري و 

  طبق معيار مني كه شامل غلظت، تحرك و مورفولوژي است،

WHOذكــر اســت تمــامي مــواد ه لازم بــ. ]26[فــت انجــام گر
جـز مـوارد اشـاره شـده در مـتن از            ه  مصرفي در اين مطالعه ب    

  .ه استدشتهيه  )U.S.A(شركت سيگما 
  

   اسپرمي آماده ساز
بخـشي از آن بـراي انجـام        . ي به دو بخش تقسيم شـد      مايع من 

آزمايش قابليت اتصال اسپرم به اسـيد هيالورونيـك بـه روش            
  گراديانت پيور اسپرم آماده شد و بخـش ديگـر آن، بـا محـيط              

fetal calf serum)( 10%  FCS+ Ham's ــد ــشو داده ش .   شست
رنگ آميزي (سپس روي بخش دوم ارزيابي مورفولوژي اسپرم        

، كمبـود پروتـامين   ]Strict criteria ]27بر اسـاس  ) كولائوپاپاني
 DNA و فراگمانتاسـيون   ]A3(] 7رنگ آميـزي كرومومايـسين      (
)SCD: Sperm Chromatin Dispersion ( 28[انجام گرفت[.  
  
ــابي  ــامينارزيـ ــود پروتـ ــزي ( كمبـ ــگ آميـ رنـ

  )A3 كرومومايسين
 + FCS10%شسته شـده بـا محـيط    مايع مني  ميكرو ليتر از 20

Ham’s   متـانول و   (كارنويتثبيت كننده    با محلول    1:1  به نسبت
 دقيقه در   5 به مدت    و  مخلوط  )  1 به   3اسيد استيك به نسبت     

 تهيـه   بـراي  سپس از اين مخلوط      . شد قرار داده  درجه   4دماي  
 را در مجـاورت     هااسـلايد .  دش استفاده   اسلايدگسترش روي   

ر انجـام رنـگ      بـه منظـو    .هواي اتاق قرار داده تا خشك شوند      
 ميكروليتر  100 دقيقه با    20 هر اسلايد به مدت      ،CMA3آميزي  

ــول ــد  CMA3 از محل ــزي ش ــگ آمي ــيد 7(. رن ــي ليتراس  ميل
 محلـول دي سـديم       ميلي ليتـر از    9/32 را به     مولار 1/0استيك

 رسانيده  7 آن به    pH اضافه نموده و      مولار 2/0فسفات هيدراته   
 ميلـي مـولار بـه    10يم  سپس كلريد منيز  ). بافر مك الوين  (شد  

 شستشو و بعـد     PBSسپس اسلايدها توسط    . )آن اضافه گرديد  
ــدند  ــذاري ش ــل گ ــكوپ  . لام ــتفاده ازميكروس ــا اس ــپس ب س

-470 فيلتــر و) ,Olympus Japan) Tokyo, BX51فلوئورســنت 
درصد اسپرمهاي  .  اسپرم شمارش شد     100 در همان روز     460



  
   و ساختار كروماتينHAاتصال اسپرم به 

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 5, Spring 2007 

5353

رنگ زرد تيـره    و اسپرمهاي با    ) CMA3(+با رنگ زرد درخشان   
)-CMA3 ( با استفاده از نرم افزارOlysia Japan) Olympus, DP 

  .]7[محاسبه شد ) ,70
   
  DNAون ي فراگمانتاسارزيابي 
 ميكروليتـر از نمونـه اسـپرمي آمـاده شـده بـه روش               30مقدار 

 70بـا )  در هـر ليتـر   ميليون10 تا 5غلظت  (گراديان پيور اسپرم    
 Agaros) (Low ذوب پـايين  ميكروليتـر از آگـاروز بـا درجـه     

Melting    سـپس .  درجـه سـانتيگراد مخلـوط شـد        37 در دماي 
 65/0 بر روي لامي كه از قبـل بـا آگـاروز             نمونه مخلوط شده  

درصد پوشيده شده، قرار گرفت و با گذاشتن يك لامـل روي            
.  درجه سانتيگراد گذاشته شـد     4 دقيقه در دماي     4آن، به مدت    

 و هر لام به صورت      شدهم جدا   سپس با دقت لامل از سطح لا      
 دقيقـه   7 نرمال به مدت     08/0افقي در محلول اسيدكلريدريك     

 در درجـه حـرارت      ودر دماي اتاق و در تاريكي قرار داده شد        
 M Tris 0.4) 1 دقيقه در محلول تجزيه كننـده  10اتاق، به مدت

base, 0.8 M DTT, 1% SDS, and 50 mM EDTA, pH 7.5)   و بـه
 ـحلول تجزدر مدنبال آن   ,M Tris, 2 M NaCl 0.4) 2 كننـده  هي

and 1% SDS, pH 7.5)   لام در .  دقيقـه قـرار گرفـت   5به مـدت
 EDTA - (0.09 M Tris-borate and 0.002 M EDTA, pHبـافر 

7.5) Tris borate در   دقيقه شستشو شده و به ترتيـب 2به مدت
 دقيقـه آب    2 درصد  هر كـدام بـه مـدت           100 و 90 ، 70الكل  

 Wrightشده و بعد از خشك شـدن، بـا محلـول رنـگ              گيري  
 دقيقه بـا آب معمـولي شستـشو         10رنگ آميزي شده و بعد از       

بـا اسـتفاده از     . داده و توسط ميكروسكوپ نوري بررسي شـد       
 را بـا توجـه بـه        DNAتوان ميزان فراگمانتاسـيون     مي اين روش 

درصـد  . له اطـراف هـسته و انـدازه آن بررسـي نمـود            هاوجود
له كوچك و   هاهسته اسپرم با   (DNAا فراگمانتاسيون اسپرمهاي ب 

و بـــدون )  شـــدهdegradeلـــه و  ســـلول اســـپرم   هابدون
) له متوسـط  هاله بزرگ و  هاهسته اسپرم با   (DNAفراگمانتاسيون

  .]28[تعيين شد 

آزمــايش قابليــت اتــصال اســپرم بــه اســيد      
  هيالورونيك

 ليتـري از اسـيد هيالورونيـك        ميكرو 50در هر ديش قطره اي      
  قطـره   قطـره در زيـر هـود،        شدن خشك بعد از     شد، ار داده قر

 و سپس توسـط روغـن مينـرال         G-oocyte محيط كشت    توسط
بـه آن   تهيه شده به روش گراديـان       نمونه اسپرمي   . پوشيده شد 

مـي   متـصل    HA  دقيقـه اسـپرمها بـه      10 با گذشت  شد،اضافه  
: اسـپرمها بـه طـور كلـي بـه سـه دسـته تقـسيم شـدند              .شوند

 و  HAتحرك آزاد، اسـپرمهاي متحـرك متـصل بـه           اسپرمهاي م 
 داراي  يها تعيـين درصـد اسـپرم      براي. اسپرمهاي غير متحرك  

 اسـپرم   200 ميـدان ديـد مختلـف        5در   HAقابليت اتصال بـه     
با استفاده از فرمول زير درصـد اتـصال         . ]22،24[شمارش شد   

  ). 1شكل ( محاسبه شد HAاسپرم به 
 اسپرمهاي متحرك متصل به     تعداد/ تعداد كل اسپرمها     ( ×100
HA  (= درصد اتصال اسپرم به  HA  

  

  
  

 اتصال پيكان،در ناحيه ( نحوه اتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك.1 شكل 
  )اسپرم به اسيد هيالورونيك ديده مي شود

  

   آماريبررسي
نجام گرفت و    ا -5/11SPSS با استفاده از نرم افزار       هاآناليز داده 

 Correlation Coefficientبـراي بررسـي ضـريب همبـستگي از     
 باشـد، از لحـاظ   pvalue < 0.05در صـورتي كـه   . استفاده شـد 

HA-binding sperm 
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  .آماري معني دار محسوب شد
  

  ها يافته
ي،  اسـپرم  ي پارامترها  مربوط به   اطلاعات توصيفي   1در جدول 

ون ، كمبود پروتامين و فراگمانتاسـي  HAدرصد اتصال اسپرم به
DNA   تعـداد بيمـاران،     : ايـن اطلاعـات شـامل      . بيان شده است

 هر يك از     مربوط به  حداقل، حداكثر، ميانگين و انحراف معيار     

  .متغيرها است
   يــر طبيعــيغدرصــد اســپرمهاي داراي مورفولــوژي ميــانگين 

، ميانگين غلظت اسپرم بر حسب ميليـون در         )34/86 ± 75/8(
ين درصـد تحـرك اسـپرم       ، ميانگ )56/40 ± 91/21(ميلي ليتر   

ــه   )41/35 ± 73/13( ــصال اســپرم ب ــانگين درصــد ات  و مي

HA)58/31 ± 89/49 (  بـا توجـه بـه از       .  بيمار محاسبه شد   56در
دست رفتن نمونه در برخي از بيمـاران ميـانگين درصـد كمبـود              

ــامين ــد   55در ) 10/52 ± 04/14(پروت ــانگين درص ــار و مي  بيم
 .  بيمار بررسي شد53در ) DNA ) 92/15 ± 52/38فراگمانتاسيون

  
ــاط درصــد اتــصال اســپرم بــه       بــا HAارتب

ــاپارامتر ــامين و  هـ ــود پروتـ ــپرمي، كمبـ ي اسـ
  DNAون يفراگمانتاس

ي هـا  بـا پارامتر HA درصـد اتـصال اسـپرم بـه         رابطه 2جدول  
 را نــشان       DNA ونياســپرمي، كمبــود پروتــامين و فراگمانتاســ

داراي  يرصد اسپرمهابا د HA درصد اتصال اسپرم به. مي دهد
ــوژي  ــمورفول ــر طبيع ــيداراي غي ــاط معكــوس معن    دار ي ارتب

)p=0.001  524/0و-r=  (ــا ــدو ب ــرك  درص و p=0.001 ( تح
402/0r=  (ــپرم  يدارا)  =499/0rو p=0.002 ( و غلظــت اس

 درصد اتصال اسپرم به    همچنين   .است دار   يارتباط مستقيم معن  
 HA  ــامين ــود پروت ــزان كمب ــا مي و )  =r-297/0و p=0.028 (ب

ارتباط معكوس )  =r-290/0و DNA  ) p=0.035 ونيفراگمانتاس

  . دهد  ميز خود نشاناي را  داريمعن
  

 و كمبود پروتامين با     ي اسپرم يارتباط پارامترها 
  DNAون يفراگمانتاس

ي اسـپرمي و    هـا پارامترهمچنين در ايـن مطالعـه ارتبـاط بـين           
. بررسـي شـده اسـت      DNA ونيكمبود پروتامين با فراگمانتاس ـ   

ي داراي مورفولوژي   درصد اسپرمها دهد كه     مي  نشان 2جدول  
 ارتباط مـستقيم    يدارا DNA وني فراگمانتاس با ميزان  يغير طبيع 

اسـت در حـالي كـه درصـد         ) =r 362/0 و   =p 0.008( دار يمعن
ارتبـاط معكـوس     DNA وني فراگمانتاس ـ تحرك اسپرم با ميزان   

از طــــــرف . دارد) =r -276/0 و =p 0.045(ي  داريمعنــــــ
  بـا فراگمانتاسـيون    كمبود پروتـامين  دهد    مي  نشان هاديگرداده

DNA0.045(طـــور مـــستقيم   بـــه p= 280/0 و +r= ( ارتبـــاط
  . داري دارد معني

  DNA ونيفراگمانتاس، كمبود پروتامين و  HAدرصد اتصال اسپرم بهي،  اسپرميپارامترها  مربوط بهي اطلاعات توصيف.1جدول 

 متغير  تعداد نمونه  حداقل  حداكثر  ميانگين  انحراف معيار

 ورفولوژي غير طبيعيم بادرصد اسپرمهاي   56 60 100 34/86 75/8

 )ميليون در ميلي ليتر(غلظت 56 5/1  90  56/40  91/21

  اسپرمدرصد تحرك 56 5 60  41/35  73/13

  HA اسپرمهاي متصل بهدرصد 56 1 95  89/49  58/31

  كمبود پروتاميندرصد اسپرمهاي داراي  55 20 88  10/52  04/14

92/15 52/38  83 5 53 
 DNAدرصد اسپرمهاي داراي فراگمانتاسيون
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  DNAي اسپرمي، كمبود پروتامين و فراگمانتاسيون ها با پارامترHA  رابطه بين درصد اتصال اسپرم به .2جدول  

  DNAفراگمانتاسيوندرصد   HAمتصل به ي ها اسپرمدرصد  متغير
  P-Value  r P-Value  r  

 يغير طبيع ي با مورفولوژيهادرصد اسپرم
** 001/0  

  
524/0-  **008/0 362/0  

  369/0 007/0**  -365/0 006/0**  يغير طبيع سر اسپرم با مورفولوژيدرصد 
  -276/0 045/0*  402/0 00/0*  اسپرمتحركدرصد 
  -121/0 389/0  499/0 002/0** )ليترميليون در ميلي  (غلظت

  280/0  045/0*  -297/0  028/0* كمبود پروتاميني داراي هادرصد اسپرم
  -----  -----  -DNA *035/0  290/0ي داراي فراگمانتاسيونهادرصد اسپرم

  

  دار است معني  p<0.05   ارتباط درسطح: *

 دار است معني  p<0.01   ارتباط درسطح: **

  
  بحث     

زه در مراكز باروري و ناباروري پس از آناليز معمول مايع           امرو
مني ، با توجه بـه ايـن كـه كيفيـت سـيمن در افـراد مختلـف                   
هتروژن بوده و در انزالهاي يك فرد نيز اين هتروژنيتي وجـود            

بـا تحـرك    (دارد، مايع مني را براي جداسازي اسپرمهاي سالم         
 ه ســازيشستــشو داده و آمــاد) بيــشتر و مورفولــوژي طبيعــي

روشهاي مختلفي براي اين منظـور وجـود دارد         . ]29[كنند   مي
   و Swim-up ، Density gradient centrifugationتوان به   ميكه

glass wool filtration مطالعات اخير، علاوه بر . ]29[اشاره نمود
روشهاي مختلف آمـاده سـازي اسـپرم، روشـهاي ديگـري را              

 بــر ســاختار مولكــولي و كننــد كــه اســاس آنهــا  مــيپيــشنهاد
ــه  ــت، از جملـ ــپرم اسـ ــردي اسـ ــازي : عملكـ روش جداسـ

 و قابليت اتـصال     ]31[ Zeta، روش   ]30[الكتروفورتيك اسپرم   
در اين مطالعه روش قابليـت      . ]24[اسپرم به اسيد هيالورونيك     

اتــصال اســپرم بــه اســيد هيالورونيــك بــراي تعيــين كيفيــت  
 اسـپرم   DNAخريـب   ي اسپرمي، كمبود پروتـامين و ت      هاپارامتر

  .بررسي شده  است
در جريان باروري طبيعي اسپرمهاي سالم كه روند بلـوغ را بـه        

 اند به وسيله مكانيسم انتخاب طبيعي جـدا        طور كامل طي كرده   

دراين مطالعه از اسيد    . شوند تا در فرآيند لقاح شركت كنند       مي
ــراي جداســازي     ــاده اي طبيعــي ب ــوان م ــه عن هيالورونيــك ب

در هنگام تزريـق اسـپرم بـه        . بالغ استفاده شده است   اسپرمهاي  
درون سيتوپلاسم تخمك ايـن احتمـال وجـود دارد كـه اسـيد       
هيالورونيك همراه با اسپرم به درون تخمك وارد شـود امـا از             
آنجايي كه اسيد هيالورونيك به طور طبيعي در مجراي تناسلي          
ماده و تـوده تخمكـي وجـود دارد چنـين حـالتي مـشكلي در                

وري بـا اسـپرم انتخـاب شـده از طريـق اتـصال بـه اسـيد                  بار
هيالورونيك  بـه وجـود نخواهـد آورد و در واقـع ايـن روش                

  .]25 و 24[منافاتي با فرآيند باروري طبيعي نخواهد داشت 
در اين مطالعه مشاهده شد كه درصد اسپرمهاي متصل به اسيد           

هيالورونيـــك داراي ارتبـــاط معنـــي داري بـــا مورفولـــوژي   
)p=0.001 (  و تحرك اسپرم)0.001 p= (اين نتـايج نـشان    . است 

دهد كه در يك نمونه سيمن با افـزايش درصـد اسـپرمهاي              مي
 درصد اسـپرمهاي متـصل      ،داراي مورفولوژي و تحرك طبيعي    
كنـد و احتمـالاً  همـان          مـي  به اسيد هيالورونيك افزايش پيـدا     

 2004در سـال  Huszar) (زار هاطوري كه مطالعات قبلي توسـط 
نشان داده است، اسپرمهاي داراي مورفولوژي طبيعي، زنـده و          
. داراي تحــرك قادرنــد بــه اســيد هيالورونيــك متــصل شــوند
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بنابراين در روش جديد انتخاب اسپرم بر مبناي قابليت اتصال          
توان اسپرمها يي را كه از نظر شكل          مي آن به اسيد هيالورونيك   

 از طـرف ديگـر   .و تحرك سالم و طبيعي هستند، انتخاب نمود   
بلوغ در ساختار غشاي پلاسمايي اسپرم كه منجـر بـه تـشكيل             
رسپتورهايي براي اتصال بـه منطقـه  شـفاف تخمـك و اسـيد               

شود با بلـوغ در سـاير خـصوصيات اسـپرم از              مي هيالورونيك
  .]22[جمله حذف سيتوپلاسم اضافي همراه است 

  سـيتو پلاسـمي    زوايـد  ، اسپرمهايي كه بلـوغ نـاقص دارنـد        در
.  كاهش بـاروري اسـت     برايافزايش يافته كه اين خود عاملي       

به علاوه اسپرمهاي نا بالغ در فرآيند تغييـر وضـعيت سـاختار             
غشا ناتوان هستند و نمي توانند به اسـيد هيالورونيـك متـصل             

 مشاهده شد اسـيد هيالورونيـك       مطالعات قبلي در  ]. 32[شوند  
خشد كه اين امر    ب  مي به طور معني داري تحرك اسپرم را بهبود       

احتمالاًً در نتيجه اثر اسيد هيالورونيك روي متابوليـسم اسـپرم           
، هـا  نمونه در افـزايش غلظـت اسـپرم         با  از طرف ديگر   . است

 يابـد   مـي  نيز افـزايش درصد اتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك    
]35 -33.[                                                         

 نشان داده شده،    2 نتايج اين مطالعه كه در جدول        يكي ديگر از  
ميـزان كمبـود     بـا    HAدرصد اتـصال اسـپرم بـه          اين است كه    

 از آنجايي كه ايجاد     .دارد) =p 0.028(پروتامين ارتباط معكوس    
 رسپتور بـراي اسـيد هيالورونيـك در مرحلـه اسـپرميوژنز رخ            

دهد و هر گونه نقصي در روند اسـپرميوژنز ممكـن اسـت              مي
اعــث عــدم تكامــل بلــوغ غــشاي پلاســمايي اســپرم شــود و ب

همچنين بسته بندي و تراكم كروماتين اسپرم نيز در اين مرحله         
افتد و عدم تراكم صـحيح كرومـاتين اسـپرم، ممكـن              مي اتفاق
با تكامل پروتئينهاي سـطحي غـشاي پلاسـمايي اسـپرم           است  

همزمان باشد، بنابراين نقص كمبود پروتامين در اسپرمهايي كه         
 و  19[شوند، كمتر خواهد بـود        مي به اسيد هيالورونيك متصل   

24[.  
 درصـد اتـصال      نشان داده شده است كه     2به علاوه در جدول     

داراي ) SCDبـه روش  ( DNA وني با فراگمانتاس ـHAاسپرم به     

 از طرف ديگر هر چه قـدر        .)=p 0.035(است  ارتباط معكوس   
 DNA ونيفراگمانتاسميزان كمبود پروتامين افزايش يابد، ميزان       

دهد كه يكـي از       مي مطالعات نشان ). =p 0.045(رود    مي نيز بالا 
 است، نقص در بسته بندي كروماتين  DNAفراگمانتاسيونعلل 

تواند باعث    مي ه از اسپرميوژنز  و كاهش پروتامين در اين مرحل     
 آسـيب    تواند منجر بـه     ميعدم تراكم صحيح كروماتين شده و       

DNA ــلي ــتگاه تناسـ ــسيرهاي دسـ ــود  در مـ  طـــي ].36[شـ
ي ســطحي غــشاي هــااســپرماتوژنز تغييراتــي در گليكوپروتئين

دهد كه ايجاد رسپتورهايي براي اتصال   ميپلاسمايي اسپرم رخ  
كند كـه ايـن       مي رونيك را تسهيل  به منطقه شفاف و اسيدهيالو    

تغييرات بـا از دسـت دادن سيتوپلاسـم اضـافي و جـايگزيني              
. هيــستون توســط پروتــامين در هــسته اســپرم همزمــان اســت

بنابراين در اسپرمهايي كه فرآيند اسپرماتوژنز را به طور طبيعي          
پشت سر گذاشته اند تغييرات در ساختار غشاي پلاسمايي بـا           

 در اسپرمهاي متـصل     رو ني از ا  .مراه است بلوغ هسته اسپرم ه   
 داراي كمبــود اســيدهاي هيالورونيــك، هــم درصــد دبــه اســي
 DNA ونياي داراي فراگمانتاس ـ  هام و هم درصد اسـپر     نيپروتام
توسـط  كـه   بـا مطالعـات قبلـي         ايـن يافتـه    يابد كـه    مي كاهش

  در Kovanci)( كوانـسي  و 1988در سـال  Huszer) (زار هـا آقاي
  ].35 و 32[ مطابقت دارد شده،  انجام 2001سال 

دهد كه پارامترهاي اسپرمي      مي نتايج اين مطالعه همچنين نشان    
به طـوري كـه     .  ارتباط معني داري دارد    DNA ونيفراگمانتاسبا  

، درصد اسـپرمهاي داراي     DNA ونيفراگمانتاسبا افزايش ميزان    
اين مطلـب مويـد     . يابد  مي تحرك و مورفولوژي طبيعي كاهش    

تغييـر   (DNA ونيفراگمانتاس است كه عوامل موثر در       اين نكته 
 ) در فرآيند بلـوغ، آپوپتـوز و توليـد راديكالهـاي آزاد اكـسيژن             

  .]37[توانند بر ساختار و عملكرد اسپرم تاثير گذارند  مي
ي ها كيفيت پارامتر  ICSIدر روشهاي كمك باروري به ويژه در        

ابراين طـي   بن ـ. ]5[اسپرمي از اهميت بالايي بر خوردار اسـت         
يي كـه درصـد اتـصال       هـا اين مطالعه مشخص شـد، در نمونه      

اسپرم به اسيد هيالورونيك افزايش يافته است با سـطح پـايين            
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از . همراه اسـت DNA ونيفراگمانتاستري از كمبود پروتامين و 
دهند كه باروري،  تكوين جنين        مي سوي ديگر مطالعات نشان   

 اسـپرم بـستگي   DNA و به دنبال آن ميزان بارداري به سـلامت     
 ].38-40[دارند 

 بر اساس نتايج به دست آمده مي توان دريافـت روش قابليـت             
، اسـپرمهاي بـالغي را جـدا         هيالورونيـك  د به اسي   اسپرم لاتصا

كند كه داراي سطح پايين تري از كمبود پروتـامين و             مي سازي
بنابراين از لحاظ ساختار كروماتين     .  است DNA ونيفراگمانتاس

تـوان در آينـده از ايـن گونـه            مـي  اي سالم تري بوده و    اسپرمه
  شـانس   استفاده كرد و بدين وسـيله     ICSIاسپرمها براي تزريق    

موفقيت در لقاح و فرزند دار شدن را براي زوجهـاي نابـارور             
  .افزايش داد
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