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Aims: Folic acid is a prominent intermediary in transferring the methyl groups in 

DNA synthesis, stability, and integrity. 

Material and methods: In this study, we divided one hundred subjects into three 

groups as the controls, as well as two randomly intervention groups such as first 

treatment (vitamin E 400 IU and selenium 200 μg per day) and second treatment 

(selenium 200 μg, folic acid 5 mg daily, & vitamin E 400 IU). The DNA 

methylation percentages, the sperm chromatin/DNA quality, and DNMTs 

expressions profiles were evaluated before and after each intervention using 

ELISA, cytochemical tests, and qRT-PCR, respectively. 

Results: Sperm parameters were considerably enhanced in comparison to the three-

drug group. Moreover, sperm decondensation and fragmentation of sperm DNA in 

the three-drug group were significantly lower than in the two-drug group. The 

global methylation of sperm DNA in the three-drug group was significantly 

reduced compared to pre-intervention. 

Conclusion: The increased global methylation has an association with the declined 

sperm parameters as well as chromatin integrity. The expression of DNMTs was 

not affected by the intervention. The utilization of folic¬ acid could ameliorate 

sperm quality and epigenetic features in terms of balancing the status of global 

methylation, increasing DNA integrity and chromatin, and also improving the 

sperm parameters. 
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ژنوم اسپرم مربوط به اسید های اپیویژگی

کنترل  فولیک: یک کارآزمایی تصادفی
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 چكيده

یک واسطه ی مهم در انتقال گروه های متيل در سنتز، اسيد فوليک  :هدف

 است. DNA ثبات و یكپارچگي

شامل  ،نفر را به سه گروه 100در این مطالعه، ما تعداد  :هامواد و روش

اولين درمان  ،کنترل و همچنين دو گروه مداخله تصادفي شامل گروه

ميكروگرم در  200المللي و سلنيوم واحد بين 400به ميزان   E)ویتامين

گرم در ميلي 5فوليک ميكروگرم، اسيد  200و دومين درمان )سلنيوم  روز(

المللي( تقسيم کردیم. درصد واحد بين 400به مقدار  Eروز و ویتامين 

   مشخصات  و   DNAاسپرم/ کروماتين   کيفيت ،    DNAمتيلاسيون

،  ELISAقبل و بعد از هر مداخله به ترتيب با استفاده از  DNMTs  بيان

 مورد ارزیابي قرار گرفتند.   qRT-PCRهای سيتوشيميایي و تست

پارامترهای اسپرم در مقایسه با گروه سه دارویي به ميزان قابل  :یافته ها

علاوه بر این، تراکم اسپرم و فرگمنته شدن  .توجهي افزایش یافته است

DNA  اسپرم در گروه سه دارویي به طور قابل توجهي کمتر از گروه دو

اسپرم در گروه سه دارویي در مقایسه  DNAدارویي بود. متيلاسيون گلوبال 

 با قبل از مداخله به ميزان قابل توجهي کاهش یافت.

                                                 
1Glutathione Peroxidase  

افزایش متيلاسيون گلوبال با کاهش پارامترهای اسپرم و  :گيرینتيجه

ها تحت تأثير مداخله  DNMTدست نخوردگي کروماتين ارتباط دارد. بيان 

های تواند کيفيت اسپرم و ویژگيقرار نگرفت. استفاده از اسيد فوليک مي

ژنتيكي را از نظر متعادل کردن وضعيت متيلاسيون گلوبال، افزایش اپي

و کروماتين و همچنين اصلاح پارامترهای اسپرم بهبود  DNAیكپارچگي 

 بخشد.

متيل ترانسفرازها؛ بيان ژن؛ اسپرم؛ متيلاسيون گلوبال؛  ها:واژه کليد

 .؛ اسيد فوليککروماتين

 

 20/03/1400تاریخ دریافت: 

 31/03/1400تاریخ پذیرش: 
 نياطاهره رحيمي نویسنده مسئول:*

 

 

 مقدمه

ترین مشكل سلامتي است که نسبت مساوی از مردان و زنان شایع ناباروری،

ها به عنوان در بهبود کروماتين اسپرم، تاکنون مكمل .[1]کند را درگير مي

تكميل کننده در فرآیند اسپرماتوژنز در مرداني که دارای نقص کيفيت 

با اثرات  Eبه عنوان مثال، نقش ویتامين  .[2]اند اسپرم هستند، استفاده شده

اکسيداني آن در ایجاد اسپرماتوژنز طبيعي در عملكرد طبيعي اسپرم آنتي

بهبود عملكرد اسپرم و غدد ضميمه، استفاده از این جهت  .[3]مهم است 

 .[4]سازد ها مانند سلنيوم را منطقي مياکسيدانویتامين یا سایر آنتي

وابستگي شدیدی به حضور  1 اکسيداني گلوتاتيون پراکسيدازفعاليت آنتي

ها دارد. این آنزیم در جلوگيری از سلنيوم در محل فعال آنزیم

پراکسيداسيون ليپيد غشای اسپرم موثر است و در نهایت با بهبود تحرک 

از نگاه دیگر، در ناباروری مردان  .[5]گذارد اسپرم بر عملكرد اسپرم تأثير مي

های زایای مردان و نگهداری سلولتواند در تعدیل ژنتيكي ميتغييرات اپي

ژنتيكي با اختلالات تنظيم نقش داشته باشند. بنابراین، اختلالات اپي

تغييرات قابل توجه  .[7و6]های اسپرم همراه است در سلول DNA متيلاسيون

های اسپرم در مردان نابارور منجر به سقط جنين در سطح متيلاسيون نمونه

کند ای که این مسئله را تأیيد ميشود. نتيجهدرصد موارد مي 20در حدود 

توانند دليلي برای افزایش وقوع سقط ژنتيكي مياین است که اختلالات اپي

احتمالًا دارای  ،با کيفيت مناسب هایاسپرم .[8]جنين در انسان باشد 

ژنتيكي پایدار بوده و اطلاعات کافي را در مورد رشد وضعيت ژنتيكي و اپي

 .[9]دهند ه ميیاراو نمو جنين 

را کاتاليز  DNA متيلاسيون، 2 متيل ترانسفرازها DNA هاییكي از خانواده

های سوماتيک ها در سلول  DNMTترینیكي از فراوان DNMT1 کند.مي

دارای اولویت عملكردی است. بنابراین،  ،متيله نيمه  DNAاست و در رشته

2DNA methyltransferases (DNMTs)  

 طاهره رحيمي نيا و همكاران  36
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 متيلاسيون پس از تكثيربه عنوان آنزیم اصلي مسئول کپي و حفظ الگوی 

 DNA علاوه بر این، .[10]شود در نظر گرفته مي B3DNMT و A3DNMT  

 .[11]هر دو کاندیدای مهمي برای تشكيل الگوهای متيلاسيون جدید هستند 

های متيل، اسيد فوليک است که به های مهم در انتقال گروهیكي از واسطه

اهدا کننده اصلي متيل در ، ثبات، یكپارچگي و به عنوان  DNAسنتز

-5اسيد فوليک به  .[12]کند متيلاسيون و توليد ماکرومولكول کمک مي

به  4 تبدیل مي شود که در تبدیل هموسيستئين 3 متيل تتراهيدروفولات

متابوليزه  6آدنوزیل متيونين -نقش دارد. سپس، متيونين به اس 5 متيونين

شود که یكي از اهدا کنندگان متيل در متيلاسيون و سنتز ماکرومولكولي مي

 .[13]است 

در یک مطالعه با بررسي اثر سولفات روی و همچنين اسيد فوليک بر کيفيت 

اسپرم، محققان محتوای پروتامين و یكپارچگي آکروزوم بعد از 

 ضد را مورد ارزیابي قرار دادند؛ هر دو مكمل به عنوان 7 واریكوسلكتومي

 .[14]را در متغيرها داشتند  تاثيراتبيشترین  ،های آزاد اکسيد کنندهرادیكال

در مرداني که ميزان فولات بيشتری دریافت کردند، کاهش فراواني از انواع 

در یک  .[15]گزارش شد  X و 21مختلف آنيوپلوئيدی اسپرم مانند تریزومي

هفته  36مدل حيواني، دریافت رژیم غذایي بدون اسيد فوليک به مدت 

منجر به تغييرات جبران ناپذیری شد و این نشان مي دهد که کمبود طولاني 

مدت رژیم غذایي باعث ایجاد تغييرات پایدار ژنتيكي و اپي ژنتيكي در کبد 

 .[61]مي شود که با اصلاح رژیم غذایي طبيعي قابل جبران نيست 

 دفبا توجه به اینكه مصرف اسيد فوليک در اختلالات اسپرماتوژنز با ه

 شود، تجویز این مكمل با رویكردیتجویز مي آن آنتي اکسيداني خاصيت

از بيماران اسپرم در مواردی که  DNA برای بهبود وضعيت متيلاسيون

نابراین، ب .برند، مورد بررسي قرار نگرفته استاختلالات اسپرماتوژنز رنج مي

تعادل بهبود پارامترهای اسپرم و کروماتين و مبررسي با هدف  حاضرتحقيق 

 گلوبال و DNA سازی سطوح متيلاسيون ژنوم اسپرم با بهبود متيلاسيون

  و  DNMT3A ،DNMT3Bمتيل ترانسفراز مانند های ژن يرونویس

DNMT1  ید شداز استفاده از اسيد فوليک در مردان با اختلال عملكرد  پس

 اسپرماتوژنز انجام شد.

 

 هامواد و روش
 

 انتخاب بیماران

نفر مرد که به  100مطالعه کارآزمایي باليني تصادفي شده، تعداد  در این

آزمایشگاه آندرولوژی مرکز تحقيقات و کلينيک ناباروری یزد مراجعه کرده 

ثبت سامانه بودند، جمعيت این مطالعه را تشكيل دادند. این تحقيق در 

 IRCT201507285261N2 های باليني ایران با شماره شناسهکارآزمایي

نفر(  50)تعداد   8 اليگواستنوتراتوزواسپرميا باثبت گردید. مردان نابارور 

و به عنوان گروه تداخل ،   [18و  17] 2010در سال  WHO مطابق معيارهای

                                                 
3Methyltetrahydrofolate-5  
4Homocysteine  
5Methionine  
6Adenosyl Methionine-S  
7Varicocelectomy  

مردان بارور که دارای پارامترهای مني طبيعي بودند به عنوان گروه شاهد 

 نفر( در نظر گرفته شدند. 50)تعداد 

به طور تصادفي به دو  (OATگروه تداخل )مردان نابارور  ،در این مطالعه

 400به ميزان   Eویتامين شامل،سه دارو  ،نفر 25گروه تقسيم شدند. تعداد 

ميكروگرم روزانه  200ميلي گرم و سلنيوم  5واحد بين المللي، اسيد فوليک 

به ميزان   Eميكروگرم و ویتامين 200نفر دیگر دو داروی سلنيوم  25و 

روزانه دریافت کردند. این نسخه به مدت سه ماه را احد بين المللي و 400

شد. معيارهای ورود بيماران  تجویز و پيگيریتوسط متخصص اورولوژی 

توئين و فنوباربيتال، غلظت سال، عدم استفاده از فني 40تا  25شامل: سن 

 درصد 4ميليون بر ميلي ليتر، مورفولوژی طبيعي کمتر از  14تا  7اسپرم 

 درصد بود. 40و تحرک کمتر از 

وجود اختلالات ژنتيكي شناخته شده مانند کریپتورکيدیسم، حذف 

، واریكوسل، ناباروری ناشناخته معيارهای خروج بودند. قابل  Yکروموزوم

ذکر است که کميته اخلاق مرکز تحقيقات باليني و ناباروری یزد این 

آگاهانه توسط هر یک از شرکت پژوهش را تأیيد کرد. بنابراین، فرم رضایت 

ها با رعایت استانداردهای قانوني کنندگان امضا شد و استفاده از همه نمونه

در کميته اخلاق بيمارستان شهيد صدوقي با شماره اخلاقي 

(IR.SSU.MEDICINE.REC.1396.163 مطابقت گردید که مطابق با )

 . دبو( 2004مفاد مقررات هلسينكي )بازنگری شده در توکيو 

 
 پارامترهای اسپرم

 5-2های مني از طریق خودارضایي پس از با توجه به طرح تحقيق، نمونه

 ها تحت مایع شدنروز پرهيز جنسي جمع آوری شدند. سپس، همه نمونه
از نظر غلظت، مورفولوژی  WHO [18]قرار گرفتند و بر اساس معيارهای  9

نظور ارزیابي ناهنجاری مورفولوژیكي، و تحرک اسپرم ارزیابي شدند. به م

و از لام  گرفتمورد بررسي قرار  [19]اسپرم در هر اسلاید  200حداقل 

برای ارزیابي غلظت اسپرم استفاده گردید. همچنين، برای  Makler شمارش

انجام شد و  11 نيگروزین-آميزی ائوزینآن، رنگ 10 مانيارزیابي ميزان زنده

-ميكروليتر رنگ ائوزین 10ميكروليتر از اسپرم تهيه شده با مقدار  10مقدار 

ای مخلوط گردید. سپس، از ميكروسكوپ نيگروزین بر روی یک لام شيشه

نوری برای تعيين درصد اسپرم زنده استفاده شد. هر تجزیه و تحليل توسط 

ن تحقيق اطلاعاتي ای انجام شد که از اییک تكنسين آزمایشگاهي حرفه

 .نداشت

 
 اسپرم DNA های مربوط به یکپارچگیآزمایش

تشخيص  به منظور ،TUNEL اسپرم با تست DNA یكپارچگي

  آميزی آنيلينمورد ارزیابي قرار گرفت. رنگ ،اسپرم DNA 12فرگمنتاسيون

 

8Oligoasthenoteratozoospermia (OAT)  
9Liquefaction  
10Viability  
11Nigrosin -Eosin  
12Fragmentation  

 37  ي تصادف یيکارآزما کی: کيفول دياسپرم مربوط به اس ژنومياپ یهايژگیو
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 تولوئيدین بلو و در کروماتين اسپرم برای تشخيص هيستون اضافي 13 بلو
 .[20]برای تراکم کروماتين اسپرم انجام شد  14

  
  TUNELسنجش های آزمایش

با کيت تشخيص مرگ سلولي در شرایط TUNEL در این مرحله، از روش 

uSit-In 15 ها با استفاده های آپوپتوز در همه نمونهبرای تعيين درصد اسپرم

نرمال به صورت  DNA از ميكروسكوپ فلورسنت استفاده شد؛ به طوری که

  Brightآسيب دیده به رنگ سبز DNA تشخيص داده شد و  Lightسبز

 .[21]مشاهده گردید 

 
 رنگ آمیزی آنیلین بلو و تولوئیدین بلو

و سپس  [22] همانند تحقيقات قبلي، رنگ آميزی آنيلين بلو انجام شد

درصد در بافر  3بافر  16 اسميرهای خشک شده در هوا در گلوتارآلدئيد

دقيقه در دمای اتاق ثابت  30به مدت  pH 7.2 مولار و نيز در 0.2فسفات 

درصد رنگ آبي آنيلين بلو در  5پس از آن، تمامي اسميرها با . گردیدند

. آميزی شدندبه مدت پنج دقيقه رنگ pH 3.5 درصد و در 4اسيد استيک 

نگ شده به صورت آميزی نشده و یا رهای رنگنتایج نشان داد که اسپرم

آميزی های رنگبه عنوان طبيعي و اسپرم( آبي آنيلين منفي)رنگ آبي کم

به عنوان غير طبيعي در نظر ( آبي آنيلين مثبت)شده به صورت آبي تيره 

 .گرفته شدند

ام های قبلي انجهمچنين، رنگ آميزی تولوئيدین بلو بر طبق دستورالعمل

ای هاسپرم آبي کم رنگ به عنوان سلولهای در این تحقيق، سلول .[23] شد

ره یا های آبي تيدر نظر گرفته شدند و اسپرم( -تولوئيدین آبي)طبيعي 

قه طب+( تولوئيدین آبي)های غير طبيعي بنفش و ارغواني به عنوان سلول

 اسپرم 200قابل توجه است که برای دو آزمایش، حداقل . بندی گردیدند

ن غير های طبيعي و همچنيبنابراین اسپرم در همه اسلایدها بررسي شدند و

 .نرمال به صورت درصد ارائه شدند

 
 آماده سازی اسپرم از طریق گرادیان تراکم ناپیوسته

ان های مایع مني با جداسازی گرادیآماده سازی اسپرم برای همه نمونه

به منظور   [18] 2010در سال  WHO استاندارد انجام شده توسط سازمان

قيق بنابراین، در این تح. های اسپرم انجام شدتخليص نمونهجداسازی و 

ميلي  15در یک فالكن ( دانمارک، In vitro)یک محيط گرادیان چگالي 

 40ي بندی به مقدار یک ميلي ليتر از گرادیان چگالليتری از طریق لایه

 تهيه (v/v)درصد  80ليتر گرادیان چگالي بر روی یک ميلي (v/v)درصد 

ط شده بود ليتر از هر نمونه که کاملاً مخلوتقریباً  مقدار یک ميلي. گردید

ور سپس سانتریفيوژ در د. در بالای محيط گرادیان چگالي قرار داده شد

0.4 RCF  ها در ظروفپس از شستشو، نمونه. دقيقه انجام شد 15به مدت  

 

                                                 
13Aniline Blue  
14Toluidine Blue  
15In Situ Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostics GmbH,  

Manheim, Germany) 
16Glutaraldehyde  

 

 

گراد برای تجزیه و درجه سانتي -80آوری شدند و در دمای استریل جمع

 .تحليل بيشتر ذخيره گردیدند

 
 گلوبال DNA تجزیه و تحلیل متیلاسیون

برای انجام تجزیه  mC DNA ELISA Kit-5 17 با توجه به طرح تحقيق، از

 نانوگرم از 100سپس، مقدار . استفاده شد DNA و تحليل متيلاسيون

DNA  های و نيز جدا شده از نمونه( تک رشته ای)اسپرم دناتوره شده

 37حل شده و انكوباسيون در دمای   mC Coating-5انتخاب شده با بافر

پس از برداشتن و شستشوی . گراد به مدت یک ساعت انجام شددرجه سانتي

-ELISA 5ميكروليتر بافر 200در سه نسخه با ( Wells)ها همه چاهک

mC دقيقه  30گراد به مدت درجه سانتي 37ها در دمای سيون نمونه، انكوبا

 ELISAبادی ثانویه در بافر متيل سيتوزین و آنتي-5سپس . صورت گرفت

5-mC  گراد به مدت درجه سانتي 37ریخته شد و انكوباسيون در دمای

را به   HRP Developerها،پس از شستن چاهک. یک ساعت انجام گردید

دقيقه در دمای  20ها اضافه شد و اجازه داده شد تا به مدت همه چاهک

 .اتاق رنگ شوند

 ELISAنانومتر با استفاده از 450در این مرحله، جذب در طول موج 

 Reader-Plate 18 سپس، منحني استاندارد با استفاده از . گيری شداندازه

ی هاهای داخلي مثبت و منفي در یک پليت مشابه از طریق رقتکنترل

متشكل از صفر درصد  DNA پس از آن، کنترل منفي. مختلف ایجاد گردید

متشكل  DNA های داخلي مثبتمتيل سيتوزین بدون متيله و کنترل-5

در نهایت، متيلاسيون گلوبال همه . متيل سيتوزین متيله شد-5درصد  5از 

 .ها دو بار انجام شد و مقدار متوسط حاصل به دست آمدنمونه

 
 cDNAسنتز و  RNAاستخراج 

کل از  RNAبرای استخراج RNeasy Plus Universal Mini 19کيت 

غلظت . های شرکت سازنده استفاده شدها طبق دستورالعملهمه نمونه

RNA توسط اسپكتروفتومتری NanoDrop 20 غلظت . تعيين گردید

کل تخليص شده برای سنتز  RNAنانوگرم بر ميكروليتر  100تنظيم شده 

cDNA  با استفاده از کيت سنتزcDNA RevertAid First-Strand  بر

 .استفاده شد Thermo Scientificاساس راهنمای شرکت 
 

 

Real Time Polymerase Chain Reaction 
 

 Fastبرای ارزیابي بيان ژن با استفاده از ،کمي RT-PCR از

SYBR®Green Master Mix ،Applied Biosystems  استفاده شد .

و  (DNMT3Bو  DNMT1 ،DNMT3A)های مورد ارزیابي ژن تمامي

 1در جدول ( B2M)ميكروگلوبولين -2-آغازگرهای ژن کنترل داخلي بتا

 .ارائه شدند

 

175326Cat. No: D  
18Awareness Technology, USA, 1002-Star Fax  
19QIAGEN, Germany  
20c2000Thermo Scientific,   

 طاهره رحيمي نيا و همكاران  38
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 توالي آغازگر ژن، توالي تكثير یافته و اندازه محصول .1جدول 
 

 توالی تکثیر یافته ('3-'5توالی پرایمر ) ژن
اندازه 

 محصول

DNMT1 
F: TGGACGACCCTGACCTCAAAT 

R: GCTTACAGTACACACTGAAGCA NM_001318731.1 168 bp 

DNMT3A 
F: TATTGATGAGCGCACAAGAGAG 

R: GGGTGTTCCAGGGTAACATTGAG 
NM_001320893.1 111 bp 

DNMT3B 
F: GGCAAGTTCTCCGAGGTCTCTG 

R: TGGTACATGGCTTTTCGATAGGA 
NM_001207056.1 113 bp 

B2M 
F: AGATGAGTATGCCTGCCGTG 

R: TGCGGCATCTTCAAACCTC 
NM_004048.2 106 bp 

DNMT; DNA Methyltransferase 

B2M; Beta-2-Microglobulin 

 

 12.5ها شامل در تمامي چاهکPCR مسترميكس 

 dH2O ،2ميكروليتر  SYBR®Green Master Mix  ،8.5ميكروليتر

یک ميكروليتر از  و همچنين( ssDNA) ایتک رشته cDNAميكروليتر 

و رساندن ( پيكومول بر ميكروليتر 10) 22 و ریورس 21 پرایمرهای فوروارد

طرح سيكل دمایي شامل انكوباسيون . ميكروليتر بودند 25 به حجم نهایي

 سيكل در دمای 40ثانيه،  20گراد به مدت سانتي درجه 95 اوليه در دمای

 30گراد به مدت سانتيدرجه  58ثانيه و  3گراد به مدت درجه سانتي 95

به  23 گيری منحني ذوبدرجه برای شكل 95تا  58نتایج مرحله . ثانيه بود

. اختصاصي بودن محصول با آناليز منحني مشخص گردید. کار گرفته شد

به منظور . ها به صورت دوبل انجام شدتمام مراحل بيان چهار ژن برای نمونه

را بر روی  PCRولات نهایي تأیيد تجزیه و تحليل و توليد محصول، محص

ها پس از برای نشان دادن سطح بيان ژن CTΔ_2. درصد لود شد 2ژل آگارز 

 . محاسبه گردید B2Mنرمال شدن نسبت به 

 

 تجزیه و تحلیل آماری

برای تجزیه و  Mann-Whitney U 24در این مرحله، از آزمون ناپارامتری 

گلوبال و  DNAتحليل تفاوت در پارامترهای اسپرم، کروماتين، متيلاسيون 

. های درماني استفاده شدبين گروه کنترل و گروه mRNAهمچنين بيان 

برای مقایسه قبل و بعد از  Wilcoxon Signed-Rankعلاوه براین، تست 

. برای محاسبه همبستگي استفاده گردید 25 درمان و نيز از آزمون اسپيرمن

برای تجزیه و تحليل استفاده  18ورژن  SPSS در نهایت ، از نرم افزار آماری

 .داری در نظر گرفته شدبه عنوان سطح معني 0.05کمتر از  Pشد و مقدار 

 

 نتایج

، متغيرهای دموگرافيک بيماران در دو گروه درمان با RCTدر این مطالعه 

، مدت زمان ناباروری (28±2در مقابل  27±2)دارو به ترتيب از نظر سن 

( 23.4± 2در مقابل  1.7±22.6) BMI و( 4±0.5در مقابل  0.6±4.5)

، 2های کنترل و درمان در جدول نتایج مقایسه متغيرها در گروه. مشابه بود

های و نتایج آزمایش DNA در مورد پارامترهای اسپرم، دست نخوردگي

 هایگلوبال و همچنين بيان ژن DNAکروماتين اسپرم، متيلاسيون 

                                                 
21Forward  
22Reverse  
23Melting Curve  

DNMTs غلظت اسپرم در هر دو گروه درماني افزایش قابل . ذکر شد

در مقابل  =0.001P)ای را در مقایسه با قبل از تيمار شدن ملاحظه

0.035P= ) داد، در حالي که هنوز در مقایسه با گروه شاهد به ميزان نشان

پس از درمان سه دارو، مورفولوژی طبيعي و تحرک . قابل توجهي پایين بود

. پيشرونده در مقایسه با قبل از درمان به ميزان قابل توجهي افزایش یافت

زنده ماندن اسپرم پس از دوره . چنين بهبودی در گروه دو دارو رخ نداد

ن سه دارو در مقایسه با گروه شاهد افزایش قابل توجهي نشان داد درما

(0.02P=  0.07در مقابلP=) در حالي که این بهبود در نتيجه درمان در ،

 (.2جدول )گروه درمان دو دارو مشاهده نشد 

، ميزان بيش از حد هيستون کروماتين اسپرم +نتایج آنيلين بلوبر اساس 

پس از درمان سه دارو در مقایسه با پيش تيمار و برخلاف گروه درمان دو 

های با این حال، سطح بالاتری از اسپرم. دارو کاهش قابل توجهي نشان داد

ه آميزی به صورت آبي تيره در گروه درمان سه دارو در مقایسه با گرورنگ

سطح بالایي از تراکم کروماتين پس از هر دو درمان . کنترل مشاهده شد

ها فرگمنته شده اسپرم DNAميزان . سه دارویي و دو دارویي به دست آمد

دار در هر دو گروه درماني از نظر آماری به طور معني TUNEL+ با تست

گروه ، اما همچنان به ميزان قابل توجهي بيشتر از (=0.001P)کاهش یافت 

 .نمایش داده شده است 2 شاهد بود که در جدول شماره

 با درک درست

 
های بين گروه DNAمقایسه پارامترهای اسپرم، یكپارچگي کروماتين/ .2جدول 

 مورد مطالعه

Median (lower bound, upper bound) was measured 

*Wilcoxon Signed-Rank Test 

**Mann-Whitney U Test, comparing control and after three- drug treatment 

***Mann-Whitney U Test, comparing control and after two- drug treatment 

a Statistical Significant 

 

پس از درمان در  DNMT1و  DNMT3A ، DNMT3Bایهسطح بيان ژن

. ندادداری در مقایسه با گروه کنترل نشان گروه دو و سه دارو تفاوت معني

متيلاسيون گلوبال پس از درمان سه دارو به ميزان قابل توجهي کاهش 

، در حالي که هنوز تفاوت قابل توجهي در سطح (=0.002P)یافت 

با این حال، متيلاسيون گلوبال . متيلاسيون در گروه کنترل مشاهده شد

  (.3جدول )اسپرم تفاوت قابل توجهي در درمان دو دارویي نشان نداد 

24Nonparametric  
25Spearman Correlation Test  

 پارامتر

 (نفر 50تعداد )گروه کنترل  (نفر 25تعداد )درمان دو دارویي  (نفر 25تعداد )درمان سه دارویي 

 P*  P** ***P بعد قبل P* بعد قبل

 غلطت 
(ml/610×) 

10 
(9, 12) 

30 
(23, 39) 

0.001a 
13 

(11, 13.5) 

20 
(12, 24) 

0.035a 
138 

(50, 150) 
<0.001a <0.001a 

 تحرک پيشرونده 
)%( 

3.5 
(2, 20.7) 

45 
(17, 44) 

0.01a 
25 

(15, 30) 

33 
(16, 38) 

0.47 
46 

(42, 51.9) 
0.08 0.002a 

 موروفولوژی نرمال 

)%( 

1 
(0.5, 2.1) 

3 
(2.1, 4.9) 

0.003a 
1 

(0.3, 1.6) 

1 
(0.36, 1.5) 

0.85 
 

15 
(12, 17.7) 

<0.001a <0.001a 

 زنده ماني

 )%( 

48 
(38, 60) 

60 
(54.5, 67) 

0.02a 
55 

(50, 62) 

60 
(50, 63) 

0.1 
70 

(64, 74) 
0.07 0.008a 

  +آنيلين بلو

)%( 

40 
(37, 8.7) 

35 
(30.7, 39.6) 

0.002a 
45 

(41, 47.5) 

42 
(37, 43.9) 

0.16 
25 

(24.8, 30) 
0.02a <0.001a 

  +تولوئيدین بلو

)%( 

62.5 
(57, 66) 

60 
(60.2, 63) 

0.001a 
63 

(63, 70) 

65 
(63.7, 67) 

0.001a 
40 

(37 , 42.7) 
<0.001a <0.001a 

 )%( +TUNEL 
18 

(16, 19.8) 

12 
(10.4, 13.6) 

0.001a 
19 

(17.5, 21) 

16 
(13, 16.6) 

0.001a 
10 

(8, 10) 
0.004a <0.001a 

   39     ي تصادف یيکارآزما کی: کيفول دياسپرم مربوط به اس ژنومياپ یهايژگیو
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های مورد گلوبال بين گروه DNA و متيلاسيون DNMTs بيانمقایسه  .3جدول 

 مطالعه

 

Median (lower bound, upper bound) was measured 

*Wilcoxon signed-rank test 

**Mann-Whitney U test, comparing control and after three- drug treatment 

***Mann-Whitney U test, comparing control and after two- drug treatment  

a Statistical Significant 

 

 

هيچ ارتباط  .رابطه معكوس داشت DNMT3Bغلظت اسپرم با رونویسي 

، مورفولوژی طبيعي و زنده ماندن اسپرم پيشروندهداری بين تحرک معني

مستقيماً با  TUNEL+ نتایج. مشاهده نشد DNMTsهای با ميزان بيان ژن

سطح متيلاسيون گلوبال . مرتبط بود DNMT3Bو  DNMT3Aرونویسي 

ارتباط منفي با غلظت، مورفولوژی طبيعي و همچنين تحرک پيشرونده 

گزارش  4طور که در جدول  اما، همان (.=0.001P)ها نشان داد اسپرم

+ و تولوئيدین بلو+ ، آنيلين بلوTUNEL+ گردید، متيلاسيون گلوبال با نتایج

 .رابطه مثبتي داشت

 
گلوبال و بيان متيل  DNA ارتباط بين کيفيت اسپرم، متيلاسيون .4جدول 

 ترانسفراز
 

 پارامتر
Correlations 

DNMT1 

Expression 

DNMTA3 

Expression 

DNMTB3 

Expression 

Global DNA 

Methylation 

 0.023 (0.829) -0.196 (0.065) -0.222 (0.035)a -0.418 (0.000)a- (×ml/610)غلطت 

 a(0.000) 0.378- (0.106) 0.171- (0.054) 0.204- (0.137) 0.158- )%(تحرک پيشرونده 

 a(0.000) 0.384- (0.279) 0.115- (0.618) 0.053- (0.497) 0.072 )%(موروفولوژی نرمال 

 (0.192) 0.139- (0.129) 0.161- (0.054) 0.204- (0.688) 0.043 )%( زنده ماني

 - a 0.146 (0.168)(0.049) 0.207 (0.055) 0.203 )%( گلوبال DNA متيلاسيون

 a(0.000) 0.378 (0.091) 0.179 (0.162) 0.149 (0.804) 0.026- )%( +نتایج آنيلين بلو

 a(0.000) 0.386 (0.347) 0.1 (0.676) 0.045 (0.316) 0.107- )%( +نتایج تولوئيدین بلو

 TUNEL )%( 0.116 (0.278) 0.282 (0.007)a 0.303 (0.004)a 0.479 (0.000)a+ نتایج

 

The Spearman correlation test was done. 

Data was shown as R (P-Value). 

a Statistical Significant 

 

 

 بحث

ژنتيكي خود در مورد برای اولين بار در مطالعه ما، اسيد فوليک با کاربرد اپي

گلوبال و کروماتين در اسپرم  DNAبيان متيل ترانسفرازها، متيلاسيون 

به طور تصادفي به دو  OATنفر بيمار نابارور  50انسان استفاده شد. تعداد 

ای در زمان مصرف دارو گزارش نشد. گروه درماني تقسيم شدند. هيچ عارضه

( گزارش شد نشان 2002و همكاران )  Wongتحقيقات دیگری که توسط

       دادند که غلظت فولات در خون و مایع مني در محدوده طبيعي و در 

                                                 
26)AMeMethionine (S-L-Adenosyl-S  

 
 

به  .[19] بارور و نابارور قبل از شروع مداخله دارویي مشابه بودگروه های 

 همين دليل، ما غلظت فولات را در این مطالعه مورد بررسي قرار ندادیم.

 
 ی اسپرمDNA های درمانی و کیفیت، کروماتین و یکپارچگی گروه

بهبود قابل توجهي در گروه درمان سه دارو پس از درمان با توجه به 

پارامترهای اسپرم مشاهده شد. پارامترهای اسپرم مانند غلظت، مورفولوژی 

طبيعي، زنده ماندن اسپرم و همچنين تحرک پيشرونده به طور قابل توجهي 

 5در درمان سه دارو افزایش یافت. در راستای این یافته، یک مطالعه تأثير 

بر گرم سولفات روی را ميلي 66گرم اسيد فوليک و همچنين ميلي

هفته مورد بررسي قرار  26پارامترهای مایع مني در مردان نابارور به مدت 

 .[19] ها گزارش کردداد و افزایش قابل توجهي در تعداد کل اسپرم

در هر دو گروه درماني در مقایسه  TUNELهای تولوئيدین بلو و نتایج تست

با پيش تيمار بهبود چشمگيری را نشان داد. علاوه بر این، نتایج آنيلين بلو+ 

ای در ميزان اضافي هيستون در گروه درمان سه دارویي کاهش قابل ملاحظه

و   Amarدر مقایسه با پيش تيمار مشخص کرد. همچنين در این رابطه،

ها و تند که درمان با آنتي اکسيداندریاف 2015همكاران در سال 

های تک از جمله اسيد فوليک مورد نياز برای سيكل Bهای گروه ویتامين

اسپرم و نتایج  DNAکربني در متابوليسم، با کاهش سطح فرگمنته شدن 

آنيلين بلو+ )با آمار ، کورنت ، کوهن و منزو( کروماتين اسپرم را بيشتر از 

علاوه بر این، در نقش  .[20] بخشدبهبود مي هادرمان با آنتي اکسيدان

به باروری  DNAتواند از طریق عملكرد خود در سنتز ژنتيک، فولات مياپي

منجر شود زیرا نقش مهمي در بيوسنتز پورین، پيریميدین و برخي 

 .[24]اسيدهای آمينه دارد 

 
 گلوبال DNAهای درمانی، بیان متیل ترانسفرازها و متیلاسیون گروه

ها پس از درمان بررسي رونویسي متيل ترانسفراز نشان داد که رونویسي

اسپرم در گروه  DNAتغيير ناچيزی داشتند. به عبارت دیگر، متيلاسيون 

درمان سه دارو از جمله اسيد فوليک در مقایسه با قبل از درمان به ميزان 

از  نداد.قابل توجهي کاهش یافت. اما، این اثر در گروه درمان دو دارو رخ 

ای در مورد تجویز اسيد فوليک با بررسي متغيرهای آنجا که هيچ مطالعه

توان آن را از نظر فقر فولات مورد بحث قرار داد. ژنتيكي وجود ندارد، مياپي

ها به طور ژنتيكي در سرطان ناشي از کمبود فولات در موشتغييرات اپي

را در کبد مورد  26 متيونين-ال-آدنوزیل -های اسقابل توجهي غلظت

 DNMTsو پروتئين  mRNAهفته کاهش داد. سطح  9آزمایش به مدت 

هایپومتيلاسيون  .[25] ماه تغيير کرد 9در پاسخ به کمبود متيل پس از 

ژنتيكي در مراحل اوليه سرطان به گلوبال به عنوان یكي از موارد رایج اپي

ها معرفي شده است. نتيجه جالب این بود ویژه در عناصر تكراری و آنكوژن

، کمبود متيل و فولات ممكن است DNAکه علاوه بر هایپومتيلاسيون 

بسيار شبيه به اختلالات  [26]ای باعث هایپرمتيلاسيون مقطعي و نقطه

متيلاسيون، مناطق هایپرمتيله شده و هایپومتيله شده در مناطق ژنوم 

 .[28و27]اسپرم در مردان نابارور گردد 

 

 

 پارامتر

 (نفر 50تعداد )کنترل  (نفر 25تعداد ) درمان دو دارویي (نفر 25تعداد ) درمان سه دارویي

 ***P*  P** P بعد قبل *P بعد قبل

DNMT1 

Expression 

0.038 
(0.02, 0.11) 

0.03 
(0.02, 0.25) 

0.46 
0.06 

(0.03, 0.09) 

0.04 
(0.02,0.09) 

0.6 
0.0052 

(0.16, 0.53) 
0.16 0.21 

DNMT3A 

Expression 

0.049 
(0.01, 0.13) 

0.06 
(0.02, 0.26) 

0.77 
0.06 

(0.02, 0.21) 

0.05 
(0.02, 0.08) 

0.1
9 

0.004 
(0.013, 0.19) 

0.59 0.71 

DNMT3B 

Expression 

0.11 
(0.04, 0.17) 

0.1 
(0.05, 0.21) 

0.95 
0.21 

(0.11, 0.86) 

0.12 
(0.05, 0.19) 

0.1
7 

0.016 
(0.003, 0.08) 

0.27 0.42 

Global DNA 

Methylation 

(%) 

3.1 
(2.9, 3.8) 

2.6 
(2.3, 3.2) 

0.00
2a 

3.2 
(2.7, 3.6) 

3.2 
(2.8, 3.6) 

0.6
4 

2 
(1.7, 2.55) 

0.01 <0.001a 

 طاهره رحيمي نيا و همكاران  40
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 ارتباط بین بیان متیل ترانسفراز و کیفیت اسپرم

از نظر پارامترهای اسپرم، فقط غلظت اسپرم به ميزان قابل توجهي 

ها با مربوط است. علاوه بر این، غلظت اسپرم DNMT3Bی   mRNAبه

یابند. حتي اگر هيچ تحقيقي متيل افزایش در این رونویسي کاهش مي

كن است مم ،تجزیه و تحليل اسپرم بررسي نكرده باشدترانسفراز را همراه با 

رتباط وجود استنوسپرمي ا-و اليگو 1DNMTبين وجود چند مورفيسم در 

 Imprinted هایاز ژن mRNAبررسي محتویات  .[29] داشته باشد

در  DNMT3Aژنتيكي در مردان نيمه بارور، وجود اپي  Modulationدر

ميزان بيشتر تحرک ضعيف اسپرم، بدون ارتباط قابل توجهي با غلظت 

ها نشان داده شد. نتایج بدست آمده نشان دهنده نقص اسپرم اسپرم

 .[30]غيرطبيعي برای بدست آوردن الگوی صحيح متيلاسيون است 

 
 اسپرم DNAارتباط بیان متیل ترانسفراز، کروماتین و یکپارچگی 

های mRNA ارتباط قابل توجهي با سطوح TUNEL+ هایخروجي

DNMT3B  وDNMT3A  ،نشان داد؛ به طوری که با افزایش رونویسي

اسپرم افزایش پيدا کرد. حتي اگر پارامترها و  DNAفرگمنته شدن 

های ذکر شده در تحقيقات قبلي قابل توجيه نباشند، ممكن است مكانيسم

ن با متغيرهای تنظيم به یک همبستگي کلي در مورد یكپارچگي کروماتي

های آپوپتوز شده اسپرم، ژنتيک بپردازیم. بنابراین، در مورد سلولاپي

 27 تعدادی از تحقيقات نشان داد که پاسخ های اوليه به استرس اکسيداتيو

 .[31] باشد DNAتواند ناشي از افزایش بيان متيل ترانسفراز مي

ژنتيک هيستون دی اپيهای همبستگي بيان هر دو ژن با توجه به خروجي

و نيز یكپارچگي کروماتين، در  A3DNMT( و 1HDAC) 28 1-استيلاز

ها با ، فرض ما این بود که هيستونHDAC1صورت بيان بسيار زیاد 

کمتر  DNAپروتامين به سبب ایجاد نقص در ساختار کروماتين اسپرم با 

ای در نتيجه اند. بنابراین، تراکم ناقص هستهفشرده شده جایگزین نشده

ها را مختل تواند بلوغ کلي اسپرممي HDAC1و  DNMT3Aبيان بيشتر 

 .[32]کند 
 

 ارتباط متیلاسیون گلوبال و کیفیت اسپرم ها

نتایج این مطالعه، ارتباط قابل ملاحظه متيلاسيون گلوبال را با غلظت، عدم 

تحرک، مورفولوژی طبيعي و همچنين تحرک پيشرونده اسپرم تعيين کرد. 

علاوه براین، بين متيلاسيون گلوبال بيشتر و پارامترهای ضعيف اسپرم 

-گوهمبستگي وجود داشت. با این حال، با توجه به بررسي بيماران اولي

درصد با  45در حدود  H19یا  MESTاستنوسپرميک، متيلاسيون معيوب 

با  .[27] ميليون اسپرم در هر ميلي ليتر نشان داده شدند 10مقدار کمتر از 

( به بررسي سطح متيلاسيون 2017و همكاران )  Olszewskaاین وجود،

های متشكل از آنوپلوئيدی کروموزومي و همچنين گلوبال در اسپرم

با استفاده از ایمونوفلورسانس و کروماتوگرافي پرداختند و  29 واسپرميامنور

 .[31] ها نشان ندادندو کيفيت اسپرم گلوبالهيچ ارتباطي بين متيلاسيون 

                                                 
27Oxidative Stress  
28)1(HDAC 1Histone deacetylase   

این تفاوت ممكن است ناشي از محيط نامشخص، شيوه زندگي، تعامل 

ها و ها یا سایر پارامترهای اندازه گيری نشده موثر بر فعاليتمحيطي ژن

های و در دسترس بودن گروه DNAهمچنين بيان متيل ترانسفرازهای 

 متيلي باشد.
 

 DNAارتباط متیلاسیون گلوبال، کروماتین اسپرم و یکپارچگی 

ها، متيلاسيون گلوبال با هر نتيجه آزمایش یكپارچگي با توجه به داده

داری ، تولوئيدین بلو و آنيلين بلو ارتباط معنيTUNELکروماتين مانند 

مشاهده گردید. افزایش متيلاسيون گلوبال در مواردی، عدم تجزیه 

اسپرم را افزایش داد. با توجه به نتایج حاصل از  DNAکروماتين و 

در مردان نابارور با متيلاسيون گلوبال بيشتر  DNAفرگمنتاسيون بيشتر 

DNA ها، این وضعيت با کاهش کيفيت مایع مني، یكپارچگي اسپرم آن

علاوه بر این، با تجزیه و  .[33] اسپرم همراه بود DNAکروماتين و همچنين 

توان به ارتباط سطح متيلاسيون گلوبال با شرایط از بين بردن تحليل مي

پروتئين کروماتين و نيز با استفاده از تست آنيلين بلو به رابطه مثبت بين 

به عبارت دیگر، تملایلات آبشار آپوپتوتيک  .[31]هر دو پارامتر اشاره کرد 

 .[43] اسپرم مشاهده گردید DNAذاتي در ارتباط با وضعيت متيلاسيون 

برخي از محققان نشان دادند که غلظت کمتر هموسيستئين و نيز فولات 

کند. در صورت بروز اختلال در ترکيب چرخه متيلاسيون را مختل مي

شود. در ثباتي در کروموزوم مشاهده مياوراسيل به همراه کمبود فولات، بي

در  در برابر قرار گرفتن DNAهای متيل برای حفاظت پایان، تأمين گروه

 .[35] های آزاد از اهميت بالایي برخوردار خواهد بودمعرض رادیكال

 

 گیریکاربردهای بالینی و نتیجه

ای در ساختارهای کروماتين اسپرم و افزایش سطوح در تغييرات عمده

ای بلافاصله پس از لقاح ایجاد شده است که برای شروع و سازمان هسته

شود. اوليه نمو جنين مهم تلقي مي های ژن پدری در مراحلتعدیل فعاليت

را برای ارزیابي تأثيرات بهبود وضعيت  30 های کمک باروریما نتایج تكنيک

ژنتيک همراه با بيان متيل ترانسفراز و همچنين متيلاسيون گلوبال در اپي

توان بيان کرد که کاهش مورد بررسي قرار ندادیم. مي IVFموفقيت درمان 

اسپرم در درمان دارویي مانند اسيد فوليک به دليل  DNAمتيلاسيون 

تأثير  ARTتواند بر نتایج مي ،ژنتيک بيشترها با سلامت اپيجمعيت اسپرم

بگذارد. به علاوه، بين متيلاسيون گلوبال اسپرم و کيفيت جنين و لقاح 

توان گفت که در هنگام در نتيجه مي .[34]همبستگي وجود دارد 

اسپرم، اسپرم با افزایش متيلاسيون از روند بيان ژن حذف های ناهنجاری

شود. تا زماني که متيل کافي در دسترس باشد، بيان ژن تعادل ژنوم را مي

کند. این منجر گيرد و از حالت هایپرمتيله به هایپومتيله تغيير مياز سر مي

سپرم شود. بهبود ابه بهبود وضعيت اسپرم از نظر پارامترها و کروماتين مي

 در درمان سه دارویي برای بهبود  گلوبالبا سطوح متعادل در متيلاسيون 

 

29Normospermia  
30Assisted Reproductive Technology (ART)  

 41      ي تصادف یيکارآزما کی: کيفول دياسپرم مربوط به اس ژنومياپ یهايژگیو
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در مواردی احتمالاً به دليل اثرات  ،ژنتيک، کيفيت اسپرم و کروماتيناپي

 اسيد فوليک است.

 

 تشکر و قدردانی
قيق حاضر به حدانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي مسئول حمایت مالي ت

نامه دکتری بود. بنابراین، ما از کارکنان مرکز تحقيقات عنوان به عنوان پایان 

سقط مكرر و نيز مرکز تحقيقاتي و باليني ناباروری دانشگاه علوم پزشكي 

 شهيد صدوقي یزد قدرداني مي کنيم.
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