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  مقاله پژوهشي

  

 در مردان نابارور مراجعه كننده به بيمارستان Yبررسي حذف هاي كوچك كروموزوم 
  Multiplex PCRفاطميه  همدان با روش 

    
  **ايرج اميريدكتر  ،*كتايون اعتمادي

  
                                                                                 18/7/91 :  ،  پذيرش    13/2/91  :دريافت 

  

  :چكيده
موارد بين زوجهاي فاقد فرزند قطعـاٌ    % 20 بر طبق گزارشهاي سازمان بهداشت جهاني،  عامل اصلي ناباروري در             :مقدمه و هدف    

خته مـوارد علـت ناشـنا     % 30موارد ناباروري مردان علل شناخته شـده اي دارد، امـا در             % 70.  توسط عامل مذكر ايجاد مي گردد     
 مـرتبط بـا نقـص رونـد         AZFa   ، AZFb   ، AZFc در سـه ناحيـه       Y و حذفهاي كوچـك بـازوي بلنـدكروموزوم          Yكروموزوم  . است

در ايـن مطالعـه   . اهميت اين حذفهاي ژني در احتمال انتقال آن به نسل بعد با روشهاي كمك باروري اسـت   . اسپرماتوژنز مي باشد  
 IVFدان نابارور آزواسپرم و اليگواسپرم شـديد مراجعـه كننـده بـه مركـز                 در مر  Yهاي كوچك كروموزوم     هدف بررسي حذف  

 .مي باشدبيمارستان فاطميه همدان 

 مرد نابارور با اليگواسپرمي و آزواسپرمي غيـر انـسدادي كـه فاقـد هرگونـه اخـتلال                   56 اين مطالعه مورد شاهدي      در :روش كار 
 در سـه  Yكليه بيمـاران جهـت تعيـين حـذفهاي كرومـوزوم       . ار گرفتند  مرد سالم بارور مورد بررسي قر      44سيتوژنتيكي بودند و    

 ، AZFaبـراي ناحيـه   sY84,sY86 پرايمرهـاي  . مورد بررسي قـرار گرفتنـد  Multiplex PCR با روش AZFcو AZFa ،  AZFbناحيه
   .استفاده گرديد AZFcبراي ناحيه   sY254,sY255 و پرايمرهايAZFb براي ناحيه sY127,sY134پرايمرهاي 

به دست آمد كه با تفكيك به گروههاي آزواسپرم و اليگواسپرم شديد بـه              % 87/1ميزان جهش در مردان اليگو و آزواسپرم         :نتايج
،  AZFa(sY84) حذف در ناحيـه 1 بود، كه (AZF) بيمارداراي حذف در ناحيه56يك بيمار از . به دست آمد% 0و % 4ترتيب مقادير 

در هـيچ يـك از مـردان گـروه     . مـشاهده گرديـد   AZFc (Sy254) حذف در ناحيه 1 و AZFb (sY127و  (Sy134 حذف در ناحيه 2
  . كنترل در نواحي مورد بررسي جهش مشاهده نگرديد

بايستي براي كليه بيماران اليگو وآزواسـپرم     اين مطالعه تاكيد ميكند كه آناليز و بررسي حذفهاي كوچك كروموزوم            :نتيجه نهايي 
نتايج حاصل همچنين تاكيد مـي كنـد كـه عوامـل     . ه كانديد تزريق درون سيتوپلاسمي اسپرم هستند انجام گيرد     با علت ناشناخته ك   

  .شناخته نشده اي در ناباروري مردان وجود دارند كه لزوم بررسي هاي وسيع تر در اين زمينه را ايجاب مي كند
  

  ينابارور/  حذف كروموزوم/ اليگواسپرم / آزواسپرم  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه 
بر اساس گزارشهاي سازمان بهداشت جهاني ارائه شده             

% 15تـا   % 10، شيوع ناباروري زوجهـا بـين        1987در سال   
مـوارد بـين زوجهـاي      % 20بوده و عامل اصلي ناباروري در       

% 70در  . فاقد فرزند قطعاً توسط عامل مذكر ايجاد ميگردد       
 )1(دارد  ود  وجموارد ناباروري مردان علل شناخته شده اي        

  باقيمانده موارد علت ناشناخته است، در اغلـب       % 30اما در   
  

اين موارد يك ناهنجاري ژنتيكي بويژه درسـطح مولكـولي          
 ).2(اتفاق مي افتد 

 يك هدف براي افزايش آسيبهاي ژنتيكي  Y     كروموزوم
گزارشات حاكي است كه احتمال آسيب موتاسـيونها        . است

سيم سريع سـلولهاي زاينـده در    به علت تقYدر كروموزوم  
به علاوه از آنجا كه     ) 3(طي دوران جنيني و بلوغ مي باشد        

   هاپلوئيد هستند نقص در يك ژن      Yژنهاي روي كروموزوم    
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
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مجــرد اثــرات بيــشتري را دارد حتــي اگــر توســط حــضور 
 نقــص ايجــاد شــده Yچنــدين كپــي ژن روي كرومــوزوم 

  ).4( تكميل گردد
اكتور ضـروري اسـپرماتوژنز كـه            وجود يك عامـل و ف ـ     

خوانده  (Azoospermia Factor ; AZF) فاكتور آزواسپرمي
، در نتيجه جهش هاي جديد    1976مي شود در اوايل سال      

 در بيماران آزواسپرم شناسـايي      Yدر بازوي بلند كروموزوم   
ــره اي پليمــراز ). 5(شــد   (PCR) مطالعــات واكــنش زنجي

حـاكي از بـروز    Sequence Tagged Site ; STS نـواحي 
 بود كه قابل شناسايي بـا       AZFحذفهاي كوچكي در ناحيه     

ايــن امــر منجــر بــه ). 6،7(روش هــاي ســيتوژنتيك نبــود 
 گرديـد   Y جايگاه روي بازوي بلنـد كرومـوزوم         3شناسايي  

كه در بر دارنده ژنهايي است كه كنترل روند اسپرماتوژنز را  
ده  ناحيـه اساسـي حـذف ش ـ       3بر عهده دارد كه بر حسب       

AZFa, AZFb,  AZFc   8،9(خوانده مي شود.(  
 را در ارتباط بـا      AZF و همكاران موقعيت حذف      فوگت     

هرلوكوس . توقف مراحل مختلف اسپرماتوژنز بررسي كردند     
AZF          در يك مرحلة مختلف از روند اسپرماتوژنز نقش دارد 

و حذف هرلوكوس باعث توقف اسپرماتوژنز در يك مرحلـة          
 AZFaبراساس بافت شناسي بيضه، حذف . خاص مي گردد

در ارتباط با حذف كامل سلولهاي زاينده و حضور سلولهاي          
 SCOسرتولي در توبولهاي سمي نيفر كه مشخصة سـندرم 

(Sertoli cell – only syndrome)  و مرتبط با آزواسـپرمي 
 درارتبـاط بـا توقـف رشـد         AZFbحـذف   . است، مي باشـد   

ن است كه منجر به توقـف       سلولهاي زاينده در مرحلة پاكتي    
 در ارتبـاط بـا      AZFcحذف  . روند تقسيــم ميوز مي گردد    

توقف سلولهاي زاينده در مرحلة اسپرماتيد و همچنـين در          
ارتباط با هيپواسپرماتوژنز و توقف بلوغ آنها و كاهش شديد          

 AZFبنابراين حـذف يـك لوكـوس        . تعداد اسپرم مي باشد   
 هد داشت و ژنها در هر     خاص نتايج فنوتيپي ويژه اي را خوا      

كوس در يك مرحلة خاص از تمايز سلولهاي زاينده نقش          لو
  ).9(دارد 

ــوزوم   ــك كروم ــذفهاي كوچ ــل  Y      ح ــرين عام  مهمت
% 30بـيش از    . ناهنجاريهاي ژنتيكي در مردان نابارور است     

مــردان بــا آزواســپرمي ايــديوپاتيك حــذفهاي كوچــك در 
ــوزوم  ــد Yكروم ــذفهاي  ) 9-14( دارن ــيوع ح ــك ش كوچ
% 1 در مردان نابارور در مطالعات مختلف بين         Yكروموزوم  

  تفـاوت در مقـادير بـروز مربـوط         ) 15(آمده اسـت    % 55تا  
  به عوامل مختلف مانند انتخاب بيمـــاران بر حسب شدت

  
ــداد    ــوع اخــتلال اســپرم، تع ــداد اســپرم، ن اخــتلال در تع
ــاي    ــاوت ه ــايش و تف ــتفاده در آزم ــورد اس ــاي م   پرايمره

  .اي مي باشدمنطقه 
    امروزه با توجه به كاربرد وسيع روشهاي كمك بـاروري          

(Assistant Reproductive Technology ; ART)   بـراي
ــارور، بررســي حــذفهاي     اهميــت بيــشتري AZFافــراد ناب

  مي يابد، چرا كه شانس انتقال حـذفها بـه فرزنـد افـزايش              
ر  د Y بررسي حذفهاي كوچك كروموزوم      بنابراين. مي يابد 

بيماران ناباروري كه نقص اسپرماتوژنز دارند، بويژه قبـل از          
 (ICSI) كـاربرد روش تزريـق درون سيتوپلاسـمي اسـپرم    

  .توصيه مي گردد
     يافتن عوامل ژنتيكي منجر به ناباروري نـه تنهـا رونـد            
  انتقــال نقــص ژنتيكــي از والــدين بــه فرزنــدان را روشـــن 

مـي توانـد منجـر بـه        مي سازد ، بلكه از آنجا كه ايـن امـر            
حذفهاي ثانويه وسيعتر ودر نتيجـه امكـان بـروز  ابهامـات             
جنسي در زاده هاي افراد مبتلا باشـد ، لـذا بررسـي هـاي               
ژنتيكي مي تواند پـيش آگهـي لازم را بـه فـرد در كـاربرد                

  .روشهاي تكميلي جهت باروري بدهد
 در شـهر همـدان و   I. V. F      با توجه به فعاليـت مركـز   

ه زوجهاي نابارور جهت استفاده از تكنيك هاي رايج         مراجع
به منظور حصول باروري، لزوم راه انـدازي و بهينـه شـدن             

 Yروشهاي مولكولي جهت تـشخيص حـذفهاي كرومـوزوم      
. ضروري بوده است كه به واسطه اين كار انجام شده اسـت           

 در  Yاين امرعلاوه بر تعيـين شـيوع حـذفهاي كرومـوزوم            
همـدان و دادن پـيش آگهـي لازم بـه           مردان نابارور شـهر     

 از ارجاع بيماران بـه      مردان نابارور واجد حذف كروموزومي،    
مراكـز تشخيــصي در تهــران و صـرف هزينــه هــاي گــزاف   

  .جلوگيري مي نمايد
  :روش كار

 مرد نابـارور از بـين       74 مطالعه مورد شاهدي ،      ايندر       
 بـه مركـز     87-89زوجهاي ناباروري كـه در طـي سـالهاي          

بــاروري بيمارســتان فاطميــه  همــدان مراجعــه نمــوده و نا
  روشن گرديده بود كـه علـت نابـاروري مربـوط بـه مـردان               

افراد پس از معاينات اوليه جهت . مي شود انتخاب گرديدند 
و انجام آزمايشات    اسپرموگرام و انجام آزمايش   بيشتر بررسي

ــوني  ــري(هورم ــدازه گي ــستوسترونFSH ،LHان ــه )  و ت ب
جهـت رعايـت اصـول اخلاقـي        . معرفي گرديدند آزمايشگاه  

پس از ارائه توضيحات لازم به بيمـار رضـايت نامـه از فـرد               
  معيار ورود به مطالعه براي . دريافت و پرسشنامه پر گرديد
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غلظـت  (ناباروري مردان آزواسپرمي و اليگو اسپرمي شديد        
، بيـضه هـاي كوچـك، سـطح     )ml/ 5106اسپرم كمتـر از    

.  و ميـزان كـم تـستوسترون بـود    FSH ، LHبالاي سـرمي 
تشخيص اليگو و آزواسـپرمي براسـاس آنـاليز سـمن و بـر              

سـمن جهـت    . ، صـورت گرفـت    WHOاساس دسـتورالعمل  
قابليت تحرك، مورفولوژي، شمارش، و قابليت بقاء اسپرم و         

pH  محدوده نرمال بـراي بررسـي هورمـون        .  بررسي گرديد
FSH 10، كمتر از mIV/ml ؛ LH  10، كمتـر از mIV/ml و 

    .  در نظر گرفته شد ng/dl 1070تا  ng/dl 270تستوسترون 
كليه افراد جهت تائيد آنوماليهاي بيضه و روشـن شـدن        

علت اوليه نابـاروري مـورد بررسـي سـيتوژنتيك و كـشت             
 مطــابق اســتانداردهاي G-bandingكرومــوزومي بــه روش 

 5حـداقل    بـراي هـر بيمـار     . پاريس و دنـور قـرار گرفتنـد       
، جهت بررسـي اخـتلالات      G-Bandگسترش از متافازهاي    

 گسترش متافازي جهت مطالعه دقيـق  15 تا 10تعدادي و   
تغييرات سـاختماني و هترومورفيـسم بـر اسـاس پروتكـل            

 مـرد كـه فرمـول       56. استاندارد كاريوتيپ بررسـي گرديـد     
، LH بودنـد و ســطح  46XYكرومـوزومي نرمـال داشــته و   

FSH     قادير تستوسترون كمتـر از نرمـال        بالاتر از نرمال و م
 مـرد بـارور بـا فرمـول         44. داشتند وارد مطالعـه گرديدنـد     

و يك زن بارور نرمال كه همگي داراي  XY 46كروموزومي 
فرزند بودند به عنوان كنترل هاي مثبت و منفـي انتخـاب            

بررسي هاي سيتوژنتيكي و مولكولي بـراي كليـه         . گرديدند
، با اسـتفاده از     DNA استخراج   پس از .آنان نيز انجام گرديد   

ــه    ــوط ب ــاي مرب ــصاصي جهــت حــذف ه پرايمرهــاي اخت
 Yروي بازوي بلند كروموزوم  AZFa, AZFb AZFcنواحي

 .  نمونه ها تكثير گرديدmultiplex PCRبا استفاده از روش 

 از كيت آمـاده     DNAبراي استخراج     :PCR و   DNAاستخراج  
 FlexiGene DNA Kit,QIAGEN,Cat.No.51204كياژن 

در اساس آناليزتنها يك جايگـاه غيـر پلـي          . استفاده گرديد 
 STS براي شناسايي هر حـذف  AZFمورفيك در دو ناحيه     

.  كـافي اسـت    AZFc و يا    AZFa  ،AZFbدر يكي از نواحي     
 در هر ناحيه موجب تقويت وتائيد    STSاما آناليز دو جايگاه     
بنـابراين، ايـن نظريـه كـه حـداقل دو           . تشخيص مي گردد  

 آناليز گـردد باعـث اعتبـار        AZF در هر ناحيه     STSايگاه  ج
بسياري از آزمايشگاهها و     تجربيات براساس .ميگردد آزمايش

، multiplex PCRفرمت بررسي و خارجي كيفي نتايج كنترل
پرايمرهـاي  .  به شرح زير انتخـاب گرديـد   STSپرايمرهاي 

sY86و  sY84براي بررسي جهش هاي AZFa پرايمرهاي ،  

  
sY134 و sY127   ــاي ــش ه ــي جه ــراي بررس  و AZFb ب

 بـراي بررسـي جهـش هـاي     sY254 و  sY255پرايمرهـاي 
AZFc  به علاوه ژن    .  استفاده شدندSRY    روي بازوي كوتاه 

 جهـت تائيـد و      SRY (SY14( توسـط پرايمـر    Yكروموزوم  
كنتــرل فــاكتور تعيــين كننــده بيــضه روي بــازوي كوتــاه 

 ZFY كنترل ژن     جهت تائيد و   ZFY و پرايمر    Yكروموزوم  
اسـتفاده  ). 16(روي بازوي كوتاه مورد استفاده قرار گرفـت         

قدرت تشخيص اين حذفها    % 95از اين پرايمرها تا بيش از       
  Multiplexدو واكـنش  ). 16( ناحيه را دارا ست 3در اين 

 Y روي كرومــوزوم AZFجهــت آنــاليز حــذف ســه ناحيــه 
است،  قطعه   5 شامل   Multiplexهر دو   . طراحي شده است  

ــاه ژن   ــه جايگ ــال س ــراي مث ــرل AZFب ــه كنت  و دو قطع
SRY,ZFY.            هر آزمايـشگاه بـر حـسب تناسـب بايـداعتبار

توالي پرايمرها . بخشي و صحت پروتكل خود را بهينه نمايد  
ــام  ــا در ) PCR) 16جهـــت انجـ  و Aو ترتيـــب پرايمرهـ

Multiplex B آمده است1 در جدول.  
  

  اده در واكنشترتيب پرايمرهاي مورد استف : 1جدول 
Multiplex PCR  

  
Multiplex B: Multiplex A:                     
ZFY: 495bp 
SRY: 472bp 
SY84: 326 bp (AZFa) 
SY134: 301 bp (AZFb) 
SY255:126 bp (AZFc) 

ZFY: 495 bp 
SRY: 472 bp 
SY254: 400 bp (AZFc) 
SY86: 320 bp (AZFa) 
SY127: 274 bp (AZFb) 

  
 (cat.NO.206143, Qiagen, Hilden, Germany)كيــت 

Qiagen Multiplex PCR kitبراي انجام Multiplex PCR 
  دســتگاه بــدين شــرح  PCRبرنامــه . بــه كــار گرفتــه شــد

   سـيكل شـامل     35 دقيقـه ،     15 به مدت    C 94: مي باشد 
C 94 ثانيـه ، 30 به مدت  C 57   ه و  ثاني ـ90 بـه مـدت  
C 72  ــدت ــه م ــان   60 ب ــرده و در پاي ــرار ك ــه را تك  ثاني

همين مقادير را جهت     .  قرار مي دهيم   C 72دقيقه در   10
Multiplex PCR B نيز با پرايمر هاي گروه Bانجام داديم  .

ــدار  ــارز  5µlمق ــنش روي ژل آگ ــصول واك وارد % 2 از مح
 در بـافر  25V بـا ولتـاژ   over nightگرديد و ژل به صورت 

1X TBEنمونه هاي كنتـرل مثبـت و منفـي    .  جدا گرديد
 Fermentas Gene)( مـاركر DNAجهت تأئيـد همـراه بـا    

Ruler 100 bp DNA Ladder. Cat N: SM0243 روي ژل 
Loadگرديد  .  

 مرد بارور با كاريوتيپ نرمال بعنوان كنترل مثبـت          44     
 .مورد بررسي مولكولي قرار گرفتند
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 جهـت مقايـسه     2 آزمـون  مطالعـه از      در اين  :آناليز آماري   
 بين مردان نابـارور و      Yفراواني حذفهاي كوچك كروموزوم     

اسـتفاده گرديـد و     ) مردان بارور داراي فرزند   (گروه كنترل   
 از نظـر آمـاري معنـي دار در نظـر            05/0 كمتر از    Pمقادير  

  .گرفته شد
  :نتايج

ل  نفـر داراي فرمـو     56 مرد نابارور مورد مطالعه،      74     از  
كه وارد مطالعه    ند و كاريوتيپ نرمال بود    46XYكروموزومي

 نفر داراي اليگواسپرمي    31از اين تعداد    . مولكولي گرديدند 
 .بودند%) 6/44( نفر آزواسپرم 25و %) 4/55(شديد 

 نفر داراي سابقه فاميلي مثبت      21 مرد اليگواسپرم    31    از
لي بـراي    نفر فاقد سابقه فامي    10و  %) 7/67(براي ناباروري   

 مرد نابارور با سابقه فاميلي      21از  . بودند%) 2/32(ناباروري  
داراي خويشاوند درجه اول نابارور و       %) 1/38( نفر   8مثبت  

  . بودند3 و 2داراي خويشاوند درجه %) 9/61( نفر 13
 نفر داراي سابقه فاميلي مثبـت    17 مرد آزواسپرم    25    از  

ابقه فـاميلي بـراي      نفـر فاقـد س ـ     8و  %) 68(براي ناباروري   
 مرد نابارور آزواسپرم با سـابقه       17از  . بودند%) 32(ناباروري

داراي خويـشاوند درجـه     %) 83/58( نفـر    10فاميلي مثبت   
 و  2داراي خويشاوند نابارور درجـه      %) 17/41( نفر   7اول و   

  . بودند3
مرد نابارور اليگواسپرم با وضعيت كروموزومي نرمال       31     

 اي براي ناباروري آنان بدست نيامده       كه علت شناخته شده   
  جهت بررسـي حـذف هـاي    Multiplex PCRبود با روش 

مورد بررسي  AZFa وAZFb, AZFc كوچك در سه ناحيه 
هيچ يك از افـراد اليگواسـپرم مـورد مطالعـه           . قرار گرفتند 

  . داراي حذف در نواحي مذكور نبودند
مي نرمـال    مرد نابارور آزواسپرم با وضعيت كروموزو      25     

كه علت شناخته شده اي براي ناباروري آنان بدست نيامده          
 نيز جهت بررسي حذف هاي كوچك در نـواحي مزبـور            بود

از بـين افـراد مـورد       . مورد بررسي مولكـولي قـرار گرفتنـد       
بررسي فقـط يكـي از بيمـاران آزواسـپرم داراي حـذف در              

   ،  AZFa (sY84) حـذف در ناحيـه  1 بود كـه  AZFناحيه 
 حـذف  1 و Sy134)  AZFb (sY127 , در ناحيـه   حذف2

پـس از تعيـين حـذف در    .  بـود AZFc (Sy254)در ناحيه 
ــر دو   ــا ه ــورد نظــر ب ــار م   B و  Multiplex PCR،Aبيم

  
  
  

   
جداگانـه    پرايمر 6  با    Single بيمار به صورت     DNAنمونه  
PCR 2 و1تصاوير( و نتايج روي ژل آگاروز بررسي گرديد .(  

  

  
  

  در بيماران آزواسپرم  Multiplex PCR A,B  :1تصوير 
 مربوط به يك بيمار داراي حـذف در     8 و   1باند بدست آمده در شماره      

 كنتـرل  5 ، شـماره  Multiplex A 5 تا 1شماره . مي باشد  AZFناحيه
 ، شماره Multiplex B 12 تا 8 كنترل منفي ، شماره 6مثبت و شماره 

 في كنترل من13 كنترل مثبت و شماره 12

  

  
  

آزواسـپرم داراي حـذف     بيمارDNA  , PCRمحصول  : 2تصوير 
   پرايمر جداگانه6  با Single به صورت AZFدر ناحيه 

Line 1: Sy86,   Line 2: Sy127, Line 3: Sy254 , Line 4: Marker, 

Line 5: Sy84, Line 6: Sy134  Line 7: Sy255,    6و5، 3، 2    مـوارد 
 AZFb و AZFb  ، AZFc ، AZFa در ناحيـه  به ترتيـب دچـار حـذف    

  .گرديده است
  

اين امر به منظور تعيين ناحيه حذف با پرايمرهاي ويژه هر           
مشخصات بيمار واجـد    .  انجام گرديد  AZFناحيه در ناحيه    
  . بيان شده است2 در جدول AZFحذف در ناحيه 

  
  
  

13  12  11  10   9  8   7     6    5    4    3    2     1 

  8       7         6        5        4       3         2         1 

  AZFمشخصات بيمار واجد حذف در ناحيه  : 2جدول 
 ماركر حذف شدهناحيه حذف شدهبيوپسي بيضه )ng/dl(تستوسترون FSH (mlU/ml) LH (mlU/ml) آناليز اسپرم سنشماره بيمار

AZFa,b,c Sy84 , Sy 127 , Sy 134, Sy 254 - 138 12 23 آزواسپرم 37 49
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 مرد بـارور بـا وضـعيت كرومـوزومي          44در هيچيك از         
 .ذفي مشاهده نگرديدنرمال ح

     بررسي هاي آماري نشان داد كه بـين بـروز حـذفهاي            
ــارور  Yكوچــك كرومــوزوم  ــارور و مــردان ب  در مــردان ناب

همچنـين ايـن مطالعـه      . اختلاف معني داري وجـود نـدارد      
 Yنشان داد كه بين بروز حـذفهاي كوچـك در كرومـوزوم             

عنـي  بين دو گروه آزواسپرم و اليگواسپرم شديد اخـتلاف م         
 نشان داد كـه     2 آماري   آزمونهمچنين  . داري وجود ندارد  

بين وجود سابقه مثبت فاميلي ناباروري با ناباروري ناشي از 
اختلالات اليگواسپرم و آزواسپرم در بيماران مـورد مطالعـه          

  . (P<0.05)اختلاف معني دار وجود دارد
  :بحث

ــوزوم       ــذفهاي كوچــك كروم ــت اساســي  Yح ــك عل  ي
 با نقايص روند    Yحذفهاي كروموزوم   . ردان است ناباروري م 

مـردان آزواسـپرم و     % 15درحدود  . اسپرماتوژنز ارتباط دارد  
 Yمردان اليگو اسپرم حذفهايي را در كروموزوم     % 10تا  % 5

 Yامـا ايـن حـذفهاي كوچـك كرومـوزوم           . نشان مي دهند  
ــاليز ســمن و روشــهاي   توســط يافتــه هــاي كلينيكــي، آن

متدهاي . ند بيني و شناسايي نيست    سيتوژنتيكي قابل پيش  
 جهت شناسايي حذفهاي كوچك كروموزوم PCRمبتني بر 

Y            مورد نياز است و امكان تشخيص بهتر و انجام مشاوره و 
 ).17(مديريت بيماري را بهتر فراهم مي آورد 

 يك هدف بـراي افـزايش آسـيب ژنتيكـي           Yكروموزوم      
 در  گزارش شـده كـه احتمـال آسـيب هـاي ژنتيكـي            .است

 به علت تقسيم سريع سلولهاي توليد مثلي در         Yكروموزوم  
 بـه    ، طي دوران زندگي جنيني و بلـوغ افـزايش مـي يابـد            

 هاپلوئيـد   Yعلاوه از آنجا كـه همـه ژنهـا روي كرومـوزوم             
هستند، به نظر ميرسد كه نقائص در يك ژن مجرد بيـشتر            

 حتي اگر آن نقص توسط حضور چندين        ،باعث نقص گردد  
 ).18( كامل گردد Yوي كروموزوم كپي ژن ر

نتايج حاصل از مطالعات انجام شـده در خـصوص بـروز                
 در مـردان نابـارور در نـواحي         Yحذف نواحي از كروموزوم     

  ) .19-30( بيان شده است 3مختلف دنيا در جدول 
    اين تفاوت در فراواني حـذفها و نقـاط حـذف شـده در               

اي ژنتيكــي مطالعــات مختلــف ، ممكــن اســت بــه تفاوتهــ
جمعيت هاي مختلف و بـويژه هاپلوتيـپ هـاي مخـصوص            

  ، ســابقه ژنتيكــي يــا اثــرات محيطــي و     Yكرومــوزوم 
 .همچنين پرايمرهاي مختلف به كار گرفته مربـوط باشـند         

  ورد بررسيـــداد بيماران مـــــــ تع،علاوه بر اين عوامل 

  
و نحوه انتخاب بيماران بر حسب شدت اخـتلال در تعـداد            

 ، اتيولوژي اختلال اسپرماتوژنز، تفاوتهـاي اقليمـي و          اسپرم
  .ناحيه اي نيز ميتواند در تفاوت فراواني ها موثر باشد

  
 در مردان Yميزان بروز حذف نواحي از كروموزوم  : 3جدول

 نابارور در نواحي مختلف دنيا

 درصد بروز كشور درصد بروز كشور

 5/3 مراكش 6/5 تا 2/11 تركيه

 4/5 تا6/15 صربستان 6/7 تا17 چين

 >1 كرواسي 6/2 كويت

 4 چك 5 هند

 4/14 ايتاليا 1/7 ژاپن

 صفر آلمان 7/11 تايوان

 5/5 نيوزلند 2/24 آذربايجان غربي

 5/12 ايران 85/6 تونس

 78/1 مطالعه حاضر  

  
     در مطالعه حاضر ميزان جهـش در مـردان اليگـو و آزو             

فكيـك بـه گروههـاي      به دست آمد كه بـا ت       % 78/1اسپرم  
آزواسپرم و اليگواسپرم شديد اخـتلاف معنـي داري وجـود           

).  در مردان اليگواسـپرم   % 0در مردان آزواسپرم و     % 4(ندارد
ــي توســط     ــتان آذربايجــان غرب ــه در اس ــه اي ك در مطالع

از بيماران مبتلا    % 4/15عمراني و همكاران صورت گرفته،      
داراي  زواسپرميكاز بيماران آ  % 30به اليگواسپرمي شديد و   

) 29( بودنـد    AZF در ناحيـه     Yحذف نواحي از كروموزوم     
كه به طور قابل ملاحظـه اي از ارقـام مربـوط بـه مطالعـه                

ــالاتر اســت در  % 30(و  %) 0در مقابــل % 4/15. (حاضــر ب
 AZFدر مطالعه حاضر حذف در ژنهاي ناحيـه          %) 4مقابل  

 بررسـي   تنها در يك بيمار آزواسپرم مشاهده گرديد كه بـا         
جداگانه پرايمر ها روشن گرديد كه يـك حـذف در ناحيـه             

AZFa(sy84)      دو حذف در ناحيـه ، AZFb(sy127,sy134) 
بـه  .  مشاهده گرديدAZFc (Sy254)و يك حذف در ناحيه 

ناحيه  در% AZFb ، 25حذف ها در ناحيه % 50اين ترتيب 
AZFa در ناحيه % 25 وAZFcبود .  

رانـي و همكـاران صـورت        در مطالعه اي كـه توسـط عم       
داراي دو  % 25،  از بيماران واجد يك حـذف       % 5/62گرفته  

در .  بودنـد AZFداراي سـه حـذف در ژن   %  5/12حذف و   
 و بقيـه  AZFcحذف ها در ناحيه    % 80اين مطالعه بيش از     

 مشاهده گرديد و هـيچ حـذفي در ناحيـه           AZFbدر ناحيه   
AZFa  مطالعـه  قابل ذكر اينكه در هـر دو     .  مشاهده نگرديد 

بررسي مولكولي تنها  روي مردان واجد كاريوتيپ طبيعـي          
(46XY) بررسيموارد غير طبيعي از  كليهگرفت و   صورت  
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  .ه استمولكولي حذف گرديد
     در مطالعه مشابهي كه توسط ميرفخرايـي و همكـاران          
صورت گرفته در مجمـوع در كـل بيمـاران مـورد مطالعـه              

در ايـن  . ا نـشان داده انـد   درصد وقوع ريز حذف ها ر      5/12
مطالعه چنانچه فراواني حـذف هـا تنهـا در ميـان بيمـاران         
داراي حذف بررسي گردد در اين صورت اين فراواني بـراي           

 ، 67/26 ، 3/53 بــه ترتيــب abc و b ، c ، ab ، bcنــواحي 
اين مطالعـه نـشان     .  درصد خواهد بود   67/6 ،   67/6 ،   67/6

ه حذف ژنهـاي ناحيـه      مي دهد كه در جمعيت مورد مطالع      
AZFb          از فراواني بيشتري در ميان بيماران برخوردار بـوده 
 2001از سوي ديگر در مطالعه اي كه در سـال           . )30(است

 مرد نابـارور بـا علـت ناشـناخته          97 درصورت گرفته است    
 Yهــيچ مــوردي از حــذف هــاي كوچــك روي كرومــوزوم 

  ).31(مشاهده نشده است
ه حاضر نشان داد كه بين بروز حذفهاي كوچـك               مطالع
 در مردان نابارور و مردان بارور اختلاف معنـي   Yكروموزوم  

همچنين اين مطالعه نشان داد كه بـين        . داري وجود ندارد  
ــوزوم   ــروز حــذفهاي كوچــك در كروم ــروه Yب ــين دو گ  ب

 ،آزواسپرم و اليگواسپرم اختلاف معنـي داري وجـود نـدارد          
نشان داد كه بين وجود سـابقه مثبـت          بررسي آماري    ليكن

فاميلي ناباروري با ناباروري ناشي از اختلالات اليگواسپرم و         
آزواسپرم در بيماران مورد مطالعه اختلاف معني دار وجـود     

 اين نتيجه ممكن است ناشي از تعـداد كـم بيمـاران              ، دارد
جهـت تعمـيم و نتيجـه گيـري دربـاره         . مورد مطالعه باشد  

اباروري مردان مي بايست بررسي حذفهاي نقش وراثت در ن   
  . گردد بررسي  در نسلهاي متوالي و افراد خانوادهYكرموزوم 

    در يك گزارش موردي يك بيمار اوليگواسپرمي با نقص         
   بررسيYاسپرماتوژنز جهت حذف هاي كوچك كروموزوم 

 ژنوميك پدر   DNA.  نشان داد  AZFbو حذفي را در ناحيه      
در طـي   . مان الگوي حـذف را نـشان داد       اين بيمار دقيقاً ه   

انجام اين بررسي يـك بـارداري اتفـاق افتـاد و در بررسـي               
DNA مــايع آمنيوتيــك و خــون بنــد نــاف همــان حــذف 

  ).32(مشاهده گرديد 
 Y    از ديدگاه كلينيكي بررسي ريز حذف هاي كروموزوم         

مي تواند در پيشگويي نتايج حاصل از استفاده از روشهايي          
مطالعات انجام شده نـشان  .  كمك نمايدTESE/ICSIنظير  

مي دهد در مرداني كه داراي حذف كامل هر يك از نواحي            
AZFa,b,bc,abc    باشند امكان بازيابي اسپرم از بافت بيـضه 

  يــ به تنهايCوجود ندارد در حاليكه در مورد حذف ناحيه 

  
  ). 16( با موفقيت همراه بوده است TESE درصد موارد 75

پيگيري مراحل درماني در مورد بيمـار       م بذكر است    لاز     
 را نـشان داد     a,b,cمطالعه حاضر كه حذف در سـه ناحيـه          

  .صورت نگرفته است
 در مــردان Y     علاقــه بــه بررســي حــذفهاي كرومــوزوم 

نابارور به ويژه از آن رو اهميت مي يابد كه روشهاي كمـك   
  (ICSI)باروري و بويژه تزريق درون سيتوپلاسـمي اسـپرم   

مي تواند عاملي مهم در انتقال حذفهاي كوچك بازوي بلند 
 بـه زاده هـاي حاصـل از ايـن نـوع بـاروري و                Yكروموزوم  

مسائل متعاقب آن از جمله نابـاروري در زاده هـاي مـذكر             
اين انتقال حذف هاي كوچك در مطالعات قبلـي         . فرد شود 

مكررا ذكـر گرديـده اسـت و يـك ضـرورت جـدي جهـت                
. ك و بررسي مولكولي در مردان نابـارور اسـت         مشاوره ژنتي 

ــر اهميــت مــشاوره ژنتيــك و بررســي   برخــي محققــين ب
 در كليه مرداني كه     Yمولكولي حذفهاي كوچك كروموزوم     

  ). 33( كانديد مي شوند تاكيد دارندICSIبراي روش 
    همان گونه كه ذكر گرديد بسياري از موارد آزواسـپرمي          

به علاوه در بسياري    . كي دارند هاي غير انسدادي منشا ژنتي    
ــذفهاي كوچــك     ــه ح ــده اســت ك ــشاهده ش ــات م مطالع

 نتيجه بدتر شدن پيشرونده توليد اسپرم باشد        Yكروموزوم  
. باشـد مي  كه نتيجه آن تبديل اليگواسپرمي به آزواسپرمي        

  ، AZFcبنابراين توصيه ميشود كه همه مردان با حـذفهاي        
 در زمـان    ISCIق  چه از طريق انتقال طبيعي و يـا از طري ـ         

بلوغ تحت آزمايشات آندرولوژيكي قرار بگيرند و اگر اسپرم         
وجود دارد بايستي در ابتداي دوران جـواني قبـل از اينكـه             
 امكان آسيب و صدمه با بالا رفتن سن وجود داشـته باشـد            

تخمين زده شده كه اگر نيمي از همه مـردان           .ذخيره شود 
 7 ردان در طـي  شوند شـيوع نابـاروري م ـ   ICSIآزواسپرم،

  ).34(نسل دو برابر ميشود 
 تاكيد كردند كـه     2002 و همكاران در سال      پاتساليس     

 هستند،  ICSI كه كانديد    AZFcمردان با حذفهاي كوچك     
بايد مشاوره ژنتيك شوند و به آنها در بـاره احتمـال ابهـام              
جنسي و ديگر ناهنجاريهاي احتمالي زاده هاي آنها توضيح         

 را بـا مـوارد متعـددي        AZFوه بر نابـاروري،     علا. داده شود 
در مطالعات مختلف ارتباط آن با سرطان    . اند دانسته مرتبط

  ). 35(يا همراهي آن با ابهام جنسي ديده شده است 
  :نتيجه نهايي

     امروزه بررسي دلايل ژنتيكـي و كرومـوزومي نابـاروري          
  تنور يافــــــبه منظ. جايگاه بسيار مهمي پيدا كرده است



 66اره مسلسل ـــ ، شم 1391 زمستان ، 4هم ، شماره نوزد دوره             مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان   

  

54
  

اتيولوژي و دسترسي به مشاوره و دادن خدمات درماني بـه           
ــاروري بايــد روشــن گــردد  . بيمــاران،اتيولوژي ژنتيكــي ناب

روشهاي تشخيصي و درماني قدمي براي ايجاد پيشرفتهاي        
  .سريع در روشهاي مولكولي توليد مثلي در انسان است
 در  Y     فراواني متفاوت بروز حذف نـواحي از كرومـوزوم          

ان نابارور در نواحي مختلف دنيا و حتي نواحي مختلف          مرد
لذا تفاوت فراوانـي جهـش      . ايران مي تواند قابل توجه باشد     

بررسـي هـاي   . بدست آمـده مـي توانـد قابـل تامـل باشـد           
اپيدميولوژيك و مطالعات بيـشتر پيرامـون پلـي مورفيـسم           
هاي ژنتيكي، تفاوتهاي نـژادي ، اثـرات اقليمـي و بررسـي             

ژنتيكي در نابـاروري مـردان مـي توانـد دلايلـي            اثرات اپي   
جهت تفاوت قابل توجه ميزان جهـش در نـواحي مختلـف            

  .ارائه نمايد
   :سپاسگزاري 

     اين مقاله بخـشي از طـرح پژوهـشي مـصوب معاونـت             
ــماره      ــا ش ــدان ب ــكي هم ــوم پزش ــشگاه عل ــشي دان پژوه

  . مي باشد22/3/86پ مورخ /3537076/16
زحمات همكار ارجمند جنـاب آقـاي       م از   ي     لازم مي دان  

مهندس عباس مرادي كه بررسي آماري مطالعـه حاضـر را           
ــد قــدرداني نمــا  همچنــين از همكــاري . يمئانجــام داده ان

ا صميمانه خانم فهيمه طالب زاده كه در انجام آزمايشات م         
را ياري نموده اند و سركار خانم قربـاني و سـاير همكـاران              

ارسـتان فاطميـه سپاسـگزاري      ايشان در مركز ناباروري بيم    
  . يمئمي نما
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Male factor is the major cause of infertility in 20% of cases  (WHO). 
There are known etiologies for  70% of cases .However,   30% of infertility cases are of idio-
pathic origin. The Y chromosome and micro deletion of the long arm of the Y chromosome 
(Yq) in three regions (AZFa, AZFb ,AZFc ) are associated with spermatogenic failure and is 
a major etiology for oligo and azoospermia in infertile men. With the advent of assisted re-
productive technology and intracytoplasmic sperm injection, knowledge about the various 
factors leading to spermatogenic impairment is one of the most important aspects of scien-
tific research. Therefore, this study was designed to identify the frequency of microdeletions 
of Yq in azoospermia and oligozoospermia males refered to Hamadan Fatemieh hospital. 
Materials & Methods: 56 infertile males with non obstructive oligozoospermia and azoosper-
mia and without any cytogenetic abnormality and 44 fertile men with normal cytogenetic 
were included in this case-control study. Semen analysis was done is each case to determine 
the spermatogenic statuse. Patients with normal karyotyping were analyzed for determination 
of microdeleton in Y chromosome in the AZFa, AZFb and AZFC regions with multiplex 
PCR method. The sequence tagged sites (STS) primers sY84, sY86 (AZFa); sY127, sY134
(AZFb); sY254, sY255 (AZFc) were used for each case.  
Results: In this study the rate of mutation were 1.87% in oligo and azoospermia infertile men, 
4% in azoosperm and 0% in oligospermia patients. Of 56 cases, 1 case showed deletion in 
AZF region ,1 deletion was in AZFa(sY84), 2 deletions in AZFb (sY127, sY134), and 1 dele-
tion in AZFc (sY254). That had 1 deletion in AZF a (sY84), 2 deletions in AZFb (sY134, 
sY127) , and 1 deletion in AZFc(sY254). No microdeletions were seen in the SRY gene and 
no microdeletions were found in men in the control group.  
Conclusion : Our results emphasize that Y chromosome microdeletion analysis should be car-
ried out in all patients with idiopathic azoospermia or severe oligospermia who are candi-
dates for intracytoplasmic sperm injection. Moreover, it is highly suggested to perform fur-
ther studies to discover the  numerous etiologies of idiopathic male infertility. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2013; 19 (4):48-56) 
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