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های ترانزیشن پروتئین  ی تنظیمی ژن در ناحیه H3K9me2و  H3K9ac های هیستونی همراهی تغییر سطح نشان

 و پروتامین با نقص اسپرماتوژنز

 
 4حسینی مریم شاه، 3محمدعلی صدیقی گیلانی2، نیلوفر سدیفی،1رها فوایدی

 
 

‌چکیده

ژنتیکی، بیان  شود. طی این وقایع اپی ژنتیکی بسیار کنترل شده است که به فشردگی کروماتین اسپرم ختم می ای از وقایع اپی موفق نیازمند مجموعهاسپرماتوژنز  مقدمه:

ها شوند. بسیاری از  یابد تا جانشین هیستون ( افزایش میPRMsیا  Protaminesها ) ( و پروتامینTNPsیا  Transition nuclear proteinsها ) ترانزیشن پروتئین
های  به عنوان یک ابزار قدرتمند در تنظیم ژن H3K9me2و  H3K9acها مؤثرند. بنابراین، بررسی تغییرات هیستونی مثل  ژنتیکی در تنظیم بیان این ژن عوامل اپی

 .مولکولی ناباروری فراهم کند های تواند درک بهتری از مکانیسم یاد شده می

نامه گرفته شد.  بیمار آزواسپرم مراجعه کننده به پژوهشگاه رویان رضایت 16، از انیاخلاق در پژوهش پژوهشگاه رو ی تهیکمبه این منظور، پس از تأیید  ها: روش

بلوغ اسپرم، سلول سرتولی تنها و اسپرماتوژنز کم به عنوان شاهد مثبت تقسیم های پاتولوژی، بیماران به سه گروه توقف کامل  سپس، بر اساس نتایج اسپرموگرام و داده
Quantitative reverse transcription-Polymerase chain reaction (qRT-PCR )های ترانزیشن پروتئین و پروتامین با استفاده از روش  شدند. بیان ژن

در  H3K9me2و  H3K9acبرای بررسی میزان حضور  Real-time PCR( همراه با ChIP) Chromatin immunopercipitationبررسی شد. همچنین، 
 .گفته انجام شد های پیش ی تنظیمی ژن ناحیه

شاهد های ترانزیشن پروتئین و پروتامین در دو گروه توقف کامل بلوغ اسپرم و سلول سرتولی تنها در مقایسه با گروه  داری در بیان ژن نتایج کاهش معنی ها: یافته

 ،گفته در دو گروه دارای نقص اسپرماتوژنز در مقایسه با شاهد های پیش ی تنظیمی ژن خوانی داشت؛ به طوری که در ناحیه هم ChIPها، با نتایج  نشان داد. این داده
 .)نشان سرکوبگر( دیده شد H3K9me2 )نشان فعال کننده( و افزایش حضور H3K9ac کاهش حضور

 .سازی کروماتین اسپرم و نقص اسپرماتوژنز در ناباروری مردان اشاره دارد های دخیل در فشرده دار تغییرات هیستونی با تغییر بیان ژن ها به ارتباط معنی این یافته گیری: نتیجه

 ژنتیک، کروماتین ناباروری، مردان، اسپرماتوژنز، اپی واژگان کلیدی:

 
 H3K9me2و  H3K9ac های هیستونی همراهی تغییر سطح نشان .محمدعلی، شاه حسینی مریمصدیقی گیلانی  فوایدی رها، سدیفی نیلوفر، ارجاع:

 511-589(: 419) 91؛ 6991مجله دانشکده پزشکی اصفهان . های ترانزیشن پروتئین و پروتامین با نقص اسپرماتوژنز ی تنظیمی ژن در ناحیه

 

 مقدمه

 دقیقق  ژنتیکی اپی رویدادهای از ای مجموعه نیازمند موفق، اسپرماتوژنز

 جانشقینی  روی کروماتین و ها از هیستون شدن برداشته سبب که است

 و( TNPs ایق  Transition nuclear proteins)هقا   پروتئین ترانزیشن

 کرومقاتین  تقراک   در نهایت، و( PRMs ای Protamines) ها نیپروتام

و  هقا  ترانزیشقن پقروتئین  (. بیان کافی و به جقای  1-2شود ) می اسپرم

اسپرم و باروری جقن  نقر،    ی سازی موفق هسته ها در فشرده پروتامین

دو ژن کقه بیقان    ییهقا  موش ویربر  ها آزمایشسزایی دارد.  اهمیت به

ها  ( در آنTnp2) 2 تئینو ترانزیشن پرو (Tnp1) 1 ترانزیشن پروتئین

هقا انجقام    هیسقتون  برداشقت که اگر چه  نشان داد سرکوب شده است،

هقای   و میقزان شکسقت  بقود  اما میزان فشردگی کرومقاتین نقاچیز    ،دش

های موجود  اسپرم درصد 08 و بیش از فتافزایش یا DNA ی زنجیره

 مقاله پژوهشی
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 (.3رفتند )بین  در بخش اپیدیدی  بیضه از

و پروتقامین   (Prm1) 1برای پروتقامین   موشیهای  مدلی  مطالعه

2 (Prm2)  هقای پروتقامین    لق  آموتاسیون در یکی از نیز نشان داد که 

در موش  دارای عملکردهای  باعث جلوگیری از تولید اسپرم ،2و یا  1

در  2بقه پروتقامین    1پروتامین جای  هنسبت ناب(. همچنین، 4)گردد  می

( 5)کند  نمو جنین ایجاد می اثرات عمیقی را بر لقاح و پروتئینی، سطح

 (.6در اسپرم مرتبط است ) DNAو با افزایش سطح آسیب 

ژنتیکی در تنظقی  بیقان    های کلیدی اپی از طرفی، یکی از مکانیس 

( Post translational modificationsای ) ترجمه ها، تغییرات پسا  ژن

ای مختلف با اثر بر ثبقات   سا ترجمه(. تغییرات پ7)باشد  ها می هیستون

و هیستون، تأثیر قابق  تقوجهی در    DNAاکتامر هیستونی و تعام  بین 

بندی کروماتین دارد. بقه عنقوان ملقال، لیقزین اسقتیله، موجقب        ترکیب

شقود. از سقوی دی،قر، تغییقرات پسقا       افزایش سیالیت نوکلئوزومی می

خاص اسقپرمیوژنز،  ای هیستونی مشخص، همراه با عوام  مؤثر  ترجمه

یک ابقزار قدرتمنقد بقرای تسقهی  بقازآرایی کرومقاتین و جقای،زینی        

 (.7کنند ) پروتامین به جای هیستون، فراه  می

ها، متیلاسیون اسقت   ای هیستون یکی دی،ر از تغییرات پسا ترجمه

(. بخقش قابق  تقوجهی از    7که بسیار مورد مطالعه قرار گرفته اسقت ) 

هقای آمینقو    اسپرم انسقان، در بقاقی مانقده   های خالص شده از  هیستون

تقوان   ها، می (. از این نشان0هایپرمتیله هستند )  اسیدی لیزین و آرژنین

هتروکرومققاتین سققرکوب،ر اسققت و  ی کققه مشخ ققه H3K9me3بققه 

H3K27me3 هقای تکقوینی آمقاده بقرای بیقان در       که در پروموتر ژن

(. شقواهد نشقان   9جنینی غنی شده است، اشاره نمقود )  ی مراح  اولیه

اسپرم، ضامن باروری موفق  ی دهند که ساختار ژنومی خاص هسته می

، دهقد  حیات جنین را تحت تأثیر قرار مقی  ی موجود زنده است و ادامه

اما ساز و کارهای مولکولی این فرایند هنوز به خقوبی شقناخته نشقده    

(. در ایققن مطالعققه، سققعی شققده اسققت نقققش فراینققدهای  18اسققت )

اسپرم  ی سازی هسته های دخی  در فشرده در تنظی  بیان ژن ژنتیکی اپی

 .در ناباروری مردان مورد بررسی قرار گیرد

 

 ها روش

های  تنظیمی ژن ی ژنتیکی ناحیه ارزیابی اپی ،طالعهاز انجام این مهدف 

هقای بقافتی مقردان نابقارور      ترانزیشن پقروتئین و پروتقامین در نمونقه   

  بود.مراجعه کننده به پژوهش،اه رویان 

و  TNP1 ،TNP2، PRM1هقای   میزان بیان ژن، برای این منظور

PRM2  کمقی   روشاسقتااده از   بقا مقردان نابقارور    ی در بافت بیضقه

.Quantitative reverse transcription-Polymerase chain reaction 

(qRT-PCR )هقای   تنظیمقی ژن   ی ناحیقه  ،از طرف دی،ر .بررسی شد

TNP1 ،TNP2 ،PRM1  وPRM2  هقای   نشقان  میزان حضوراز نظر

بقققا اسقققتااده از تکنیقققک   H3K9me2و  H3K9acژنتیکقققی  اپقققی

Chromatin immunopercipitation (ChIP) شد، ارزیابی.  

 ی کمیتقه  تأییقد  از شقاهدی پق    -مقورد  ی مطالعقه  این بيماران:

پژوهشقق،اه رویققان جهققاد  پزشققکی زیسققت هققای پققژوهش در اخققلا 

 بقه  بیماران مراجعه کننقده  از آگاهانه ی نامه رضایت دانش،اهی و کسب

 انجام شد. 1392 سال این پژوهش،اه در

موجقود   ی بافقت بیضقه   ی نمونه 68های مورد مطالعه شام   نمونه

هقا،   بود. ایقن بافقت   آندرولوژی پژوهش،اه رویاندر بانک بافت گروه 

به مردان آزوسپرمیای مراجعه کننده به پژوهش،اه رویقان بودنقد   متعلق 

بیضقه   از اسقپرم  اسقتخرا  درمان، تحت جراحی  روند ی ادامه که برای

(Testicular sperm extraction  یاTESE ) .بخشقی از  قرار گرفتند

تحققت ائققوزین  -هماتوکسققیلن آمیققزی ، پقق  از رنقق بافققت ی نمونققه

و پق  از بقرآورده شقدن مقاصقد      گرفقت ققرار   پاتولوژی های بررسی

هقای بقافتی مقازاد، در بانقک بافقت گقروه آنقدرولوژی         نمونهدرمانی، 

هقای پقاتولوژی    اساس بررسی ها بر نمونهذخیره شد. پژوهش،اه رویان 

سندرم سلول سقرتولی تنهقا    )شاهد ملبت(، اسپرماتوژنز ک گروه  3در 

 ی ر مرحلققهبلققوا اسققپرم د در )شققاهد مناققی( و گققروه توقققف کامقق 

ند. تمام افراد مقورد  قرار گرفت نمونه در هر گروه( 28اسپرماتید )تعداد 

بودنقد.   AZF( و فاقد حقفف  xy,46کاریوتایپ طبیعی )مطالعه دارای 

ابتلا به سندرم کلایقن فلتقر، سیسقتیک    معیارهای عدم ورود نیز شام  

 بود. Yهای کروموزوم  فیبروزی  و ناهنجاری

 :ه ف   یه ا  ژن اني  ب زاني  م یکم یبررس و RNAاستخراج 

 Trizolاز  اسقققتااده بقققاهقققای بقققافتی  از نمونقققه RNAاسقققتخرا  

(Invitrogen Inc, USA   انجقققققام شقققققد ) سقققققاخت و  

complementary DNA (cDNA    بققا اسققتااده از کیققت مربققو ) 

(H minus First strand cDNA synthesis kit, Thermoscientific, 

USA)  سقپ ، جهقت    شقد.  انجقام  سقازندگان،  دسقتورالعم   قبر طبق

اخت اصقی   ای پلیمراز با پرایمر واکنش زنجیره cDNAبررسی کیایت 

 ( بققققه عنققققوان یققققک ژن 1( )جققققدول 18) GAPDHبققققرای ژن 

House keeping پقق  از اطمینققان از کیایققت مناسققب انجققام شققد .

cDNA  و عدم وجود آلودگی بهDNA  ژنومی، اینcDNA  به عنوان

مورد استااده قرار گرفقت تقا تغییقرات     Real-time PCRجهت  ال،و

هقای مختلقف    های حاص  از گقروه  های مورد مطالعه در بافت بیان ژن

 بیماران به صورت کمی ارزیابی گردد.

با استااده از پرایمرهای اخت اصی طراحی شقده   qRT-PCR واکنش

و  (1( )جققدول 18) PRM2و  TNP1 ،TNP2، PRM1هققای  بققرای ژن

 Power SYBR green PCR master mixمخلققو  واکقققنش  

(Applied Biosystems, UK)  دسققققت،اه  بققققا اسققققتااده از 
Real-time PCR system step one plus  
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(Applied Biosystems, UKطقققی برنامقققه )  دمقققای  ای شقققام 

 چرخقه شقام  دمقای     48دقیققه،   18گراد به مقدت   ی سانتی درجه 95

گقراد بقه    ی سانتی درجه 68ثانیه و  15گراد به مدت  ی سانتی درجه 95

آنالیز شد  ^ΔΔCT 2 های حاص ، با روش دقیقه انجام شد. داده 1مدت 

 قرار گرفت.ارزیابی مورد  ANOVAآزمون با استااده از و 

 :Chromatin immunoprecipitation و نيکروماتاستخراج 

های  ژنتیکی ژن بررسی اپیهای مورد نظر، برای  پ  از بررسی بیان ژن

هقای هیسقتونی    میقزان نشسقت نشقان    ترانزیشن پقروتئین و پروتقامین  

H3K9ac  وH3K9me2 بقا   گاتقه  هقای پقیش   ژن تنظیمی ی ناحیه در

( و ChIP) Chromatin immunoprecipitationروش  اسققتااده از

( بر اساس مطالعات قبلی Diagenode, Belgium) ChIP KITکیت 

دسقت،اه   ده از هقر بافقت، در  (. کرومقاتین اسقتخرا  شق   18انجام شد )

خرد شد. بقه ویقال    UCD200 ((Diagenode, Belgiumسونیکاتور 

  H3K9acعلیقققه بقققادی  حقققاوی کرومقققاتین خقققرد شقققده، آنتقققی  

(Abcam, UK و )H3K9me2 (Abcam, UK اضققافه شققد و ) بققه

گقراد مخلقو  شقدند. در     ی سقانتی  درجقه  4دمای  در یک شبمدت 

  Sepharose beadبعقققققد، بقققققه هقققققر ویقققققال   ی مرحلقققققه

(GE-Healthcare, Switzerland ، افزوده شد. سپ )DNA  توسط

 تخلقیص  (Expincombo kit, GeneAll, Korea) سقتون اسقتخرا   

 کمقی  بقرای بررسقی حضقور    ChIPپ  از اتمقام مراحق  روش    .شد

 روش از  H3K9me2و  H3K9acژنتیکققققی  هققققای اپققققی نشققققان

Real-time PCR  از پرایمرهقای   ،اسقتااده شقد. بقدین منظقور     کمقی

 TNP1 ،TNP2، PRM1های  پروموتری ژن ی اخت اصی برای ناحیه

 .شد( استااده 1( )جدول 18) PRM2و 

 

 ها افتهی

بیقان   از حاصق  ، نتقایج  (1)شقک    یپقاتولوژ  جینتا ی مشاهده از پ 

داری در هر  کاهش معنی PRM2و  TNP1 ،TNP2 ،PRM1 های ژن

بیماران مورد مطالعه شام  گقروه سقندرم سقلول سقرتولی     دو گروه از 

بلقوا   در ( و گقروه توققف کامق    SCOیقا   Sertoli cell-onlyتنها )

 داد نشقان اسپرم در مقایسقه بقا گقروه شقاهد یعنقی اسقپرماتوژنز کق         

(881/8 > P 2( )شک .) 

ی بعقد میقزان حضقور     با توجقه بقه ایقن کقاهش بیقان، در مرحلقه      

و همچنقین،   H3K9acی بیقان ژن   ژنتیکقی فعقال کننقده    هقای اپقی   نشان

هققای  ژن ی تنظیمققی در ناحیققه H3K9me2ی بیققان ژن  سققرکوب کننققده

TNP1 ،TNP2 ،PRM1  وPRM2   بقا روشChIP-real-time PCR 

 مورد بررسی قرار گرفت.

 

 مطالعه نیا در استفادهمورد  یهامری. پرا1 جفول

 qRT-PCRپرایمرهای مورد استفاده در 

 نام ژن (5'      3'توالی پرایمرها)

F: ctcatttcctggtatgacaacga  GAPDH 

R: cttcctcttgtgctcttgct 

F: gacctgatgttagatcaaagcc TNP 1 

R: attcctcatttcgtcacaactg 

F: ggaaatccaactaatgagaccg TNP 2 

R: tagtgttgcgtagaaatcacca 

F:aatagcacatccaccaaactc PRM 1 

R: caacatttattgacaggcgg 

F: gctggaagttaagagaaagtcac PRM 2 

R: ggcttgagcatttgatgtagg 

 ChIP-real-time PCRپرایمرهای مورد استفاده در 

 نام ژن (5'     3'توالی پرایمرها)

F: gtc tct tgt act cat cca atg cc TNP1 

R: tac tgt gct gtc act cac ct 
F: ttc ttc taa tgt ccg aat gag g TNP2 

R: ctg aac aag tcc cag ttt cc 
F: gga gga gtc atc ttg tat cg PRM1 

R: tca ttg tga ggg caa agg 

F: ctt cca aat gac aat gtg cg PRM2 

R: ttg cct tgc ctg taa agc 

qRT-PCR: Quantitative reverse transcription-Polymerase chain reaction; 
GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; TNP: Transition 

nuclear proteins; PRM: Protamines; ChIP: Chromatin immunopercipitation 

 

 
 سنفرم سلول سرتولی تنها: Cبلوغ اسپرم و  در توقف کامل: B: اسپرماتوژنز کم، Aآميزی بافت بيضه در سه گروه  . تصویر ميکروسکوپ نوری از رنگ1شکل 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14433
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های سنفرم سلول سرتولی تنها و  در گروه (PRM2و  PRM1)شامل  و پروتامين (TNP2 و TNP1) ترانزیشن پروتئينهای  ميزان بيان ژن ی مقایسه( A. )2شکل 

ميزان حضور  ی ( مقایسهB) (،تعریف شفه است. *P < 050/0داری به صورت  سطح معنی) ياس با گروه شاهف اسپرماتوژنز کمبلوغ اسپرم در ق در گروه توقف کامل

 در سه گروه مورد مطالعه گفته های پيش پروموتری ژن ی . در ناحيهH3K9me2بيان ژن  ی ( سرکوب کننفهCو ) H3K9acبيان ژن  ی ژنتيکی فعال کننفه نشان اپی

  (است. P < 050/0داری در سطح  تفاوت معنی ی حرو  متفاوت نشان دهنفه)

 

نشقان داد کقه میقزان     ChIP-real time PCRنتقایج حاصق  از   

ی  در ناحیقه  H3K9acی بیقان ژن   ژنتیکی فعال کننده حضور نشان اپی

در گروه سقندرم سقلول    های ترانزیشن پروتئین و پروتامین ژنتنظیمی 

داری  بلوا اسقپرم بقه طقور معنقی     در سرتولی تنها و گروه توقف کام 

حقالی   (. در2کمتر از گروه شاهد یا همان اسپرماتوژنز ک  بود )شقک   

ی بیققان ژن  ژنتیکققی سققرکوب کننققده کققه میققزان حضققور نشققان اپققی 

H3K9me2 و  هققای ترانزیشققن پققروتئین   ژنی تنظیمققی  در ناحیققه

داری بیشتر از گروه شاهد بود  در این دو گروه، به طور معنی پروتامین

 (.2)شک  

 

 بحث

های زایای مردانه تحقت تقأثیر    در اسپرماتوژنز ساختار کروماتین سلول

گیرد تا آسقیب   دهی مجدد و بسیار منح ر به فرد قرار می سازمانیک 

پدری به حداق  برسد؛ به طوری که طی اسپرمیوژنز، اسقپرم   DNAبه 

 .شقود  ای، کاهش سیتوپلاس  و تشکی  آکروزوم مقی  دچار تراک  هسته

در این مرحله، استیلاسیون نوکلئقوزوم در اسقپرماتید گقرد و در حقال     

یابد که سبب ش  شقدن کرومقاتین و افقزایش     طوی  شدن افزایش می

(. سقپ   11شقود )  هقا مقی   دسترسی به آن برای تسهی  اخرا  هیستون

ها جای،زین  پروتامینبا سپ   ها و ترانزیشن پروتئینبا ها  هیستون ابتدا

 (.11شوند ) می

 شقن یو ترانز 1 نیپقروتئ  شقن یترانز ن،یکرومات ییبازآرا ندیادر فر

 ییجقا  هجابق   یشقوند و باعقث تسقه    یمت ق  مق   DNAبه  2 نیپروتئ

 ییراآبقاز  یمراحق  بعقد   یبقرا  هقا  آن حضقور شقوند و   یها م ستونیه

هقا   پ  از جای،زینی ترانزیشن پروتئین(. 12) ستا یضرور نیکرومات

 شقن یترانز نی،زیطقور کامق  جقا   ه هقا بق   ها، پروتامین به جای هیستون

کقه شقام     دارد وجود نیشوند. در انسان دو نوع پروتام یها م نیپروتئ

 دیشقد  یباعث فشردگ ،ها نیباشد. پروتام یم 2 نیو پروتام 1 نیپروتام

 یکقه در طق   ییهقا  محافظت ژنوم در برابر اسقترس  واسپرم  نیکرومات

 (. 13شود ) ینث وجود دارد، مؤانتقال آن به جن  م

 TNP1 ،TNP2 ،PRM1هقای   میزان بیان ژن، 1 شک با توجه به 

هقای   مقردان نابقاروری کقه دارای نققص     ی در بافت بیضقه  PRM2و 

هر که اسپرماتوژنز  گروه شاهداسپرماتوژنیکی هستند، نسبت به مردان 

افقراد   ،در ایقن مطالعقه   کاهش یافته اسقت.  تشدبه دارند،  چند اندک

ملبقت در نظقر گرفتقه     شقاهد ، بقه عنقوان افقراد    ک  اسپرماتوژنزداری 

و تقا   رماتوژنز در این افراد به طقور صقحیح  یند اسپافر؛ چرا که اند شده

هقا   میزان بیان ترانزیشن پروتئین ،بنابراینشود.  انجام می آخرین مرحله

 .شدبه عنوان مبنا در نظر گرفته این افراد ها در بافت  پروتامین و

در  2و  1 ترانزیشن پروتئینهای  داری که در بیان ژن کاهش معنی

 در سقرتولی تنهقا و گقروه توققف کامق      سندرم سلول های  افراد گروه

سقازی کرومقاتین    تواند بر فراینقد فشقرده   شود، می بلوا اسپرم دیده می

هقای   مقوش در مطالعقاتی کقه بقر روی    اسپرم تأثیر منای داشته باشقد.  

انجام شد، مشخص گردید که  Tnp2 و Tnp1 های موتانت از نظر ژن

در ایقن   طبیعقی  اسپرماتید به صورت غیقر  ی یند متراک  شدن هستهافر

بقه   هقا  اسقپرم ایقن مقوش    ی که هسقته  طوریه ب دهد؛ میرخ  ها موش

. اسقت هقای وحشقی متقراک  نشقده      مقوش  مربقو  بقه   اسپرم ی اندازه

نقواقص  و  DNA ی هقای زنجیقره   میزان بقاییی از شکسقت  همچنین، 

 ه،بقه عقلاو  . شقد ها مشقاهده   های مربو  به این موش اسپرم شکلی در

طبیعققی حاققپ پققردازش  ،2 هققای ترانزیشققن پققروتئین یکققی از نقققش

Messenger RNA (mRNA)   بقرای تکمیق  فشقردگی     2پروتقامین

این ژن از این طریق بقر   mRNAمیزان . بنابراین، تغییر کروماتین است

 ی . سقطوح تغییقر یافتقه   فشردگی کافی کرومقاتین اسقپرم مقؤثر اسقت    

mRNA توان ایقن  می . پ پروتئین اشاره دارد ی به سطوح تغییر یافته 
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 گونققه نتیجققه گرفققت کققه بیمققاران نابققارور دارای سققطوح پققایینی از  

بنقدی   ها برای بسته هستند. چون پروتامین 2و  1 پروتامین های پروتئین

ند و فشقردگی  هسقت سازی با نظق  بقایی کرومقاتین، حیقاتی      و فشرده

 (، احتمقال 4اسقت )  اسپرم ضروریطبیعی کروماتین نیز برای عملکرد 

و نیز به  2و  1 پروتامین های در این بیماران اختلال در بیان ژن رود می

سبب ایجاد فشردگی نقاقص در کرومقاتین   ه  خوردن نسبت این دو، 

 های دارای عملکرد شده است. اسپرم و عدم تولید اسپرم

 2و  1همچنین، مشخص شده است که تغییرات در بیان پروتامین 

باشققد. در برخققی از مققردان نابققارور،  ی مققردان مققرتبط مققیبققا نابققارور

پروتامین دیده شده است. تحقیققات   ی هایی در ژن کد کننده موتاسیون

هایی که از نظر بیان ژن پروتامین دچار نقص  انجام شده بر روی موش

ها، دارای نواقص ساختاری متعقددی   باشند، نشان داد که این موش می

ها دیده  و درجات متغیری از ناباروری در آن باشند خود می ی در هسته

 (.4، 6شده است )

هستند کقه   هیستونی تغییرات تنظی  ژن از سطح دی،ریبه علاوه، 

 هقا  بقرداری از آن  ه  پتانسی  نسخه ها و کردن ژن ه  پتانسی  خاموش

بقه خقوبی سقطح نشقان      2حاضقر در شقک     ی را دارند. نتایج مطالعه

را در سه  (معروف فعالیت و رونویسی ژننشان ) H3K9ac ژنتیک اپی

و بلقوا اسقپرم    در سندرم سقلول سقرتولی تنهقا، توققف کامق      گروه 

، میقزان  آیقد  طور کقه از نتقایج بقر مقی     اسپرماتوژنز ک  نشان داد. همان

هقای مقورد    تنظیمقی ژن  ی ژنتیکی مه  در ناحیقه  حضور این نشان اپی

 یعنی گروه توقف کامق  های دارای نقص اسپرماتوژنز  بررسی در گروه

بلوا و سندرم سقلول سقرتولی تنهقا، در مقایسقه بقا گقروه شقاهد         در

 )اسپرماتوژنز ک (، بسیار کمتر بود.  

بقه سقاختار بقازتر کرومقاتین منجقر       ،ها هایپراستیلاسیون هیستون

هقا را تسقهی     هقا بقا پروتقامین    شود که نه تنها جقای،زینی هیسقتون   می

 ی هقای تنظقی  کننقده    پقروتئین  تر آسان بلکه همچنین دسترسی ،کند می

 .(18، 12کند ) میوزی فراه  می اپس DNAرونویسی را به 

، در اواخققر اسققپرماتوژنز یزم اسققت کققه سققطح  از طققرف دی،ققر

هایی که باعث بلقوا اسقپرم    کاهش یابد تا ژن H3K9متیلاسیون نشان 

. بیقان شقوند   پروتامینو ترانزیشن پروتئین های  ژن شوند، از جمله می

ها،  این ژناز روی پروموتر  H3K9meنشان گروه متی   ه شدنبرداشت

  (.14شود ) می ها این ژن باعث فعال شدن بیان

ژنتیکقی   حضقور نشقان اپقی   ی حاضر نشقان داد کقه    نتایج مطالعه

 هقای  ی تنظیمقی ژن  در ناحیقه  H3K9me2ی بیقان ژن   سرکوب کننده

بلوا و سقندرم   در در گروه توقف کام  پروتامینو ترانزیشن پروتئین 

سلول سرتولی تنها بیشتر از گروه شاهد یعنی اسقپرماتوژنز کق  اسقت    

 .(2)شک  

ی  هقا در ناحیقه   با توجه بقه ایقن کقه میقزان متیلاسقیون هیسقتون      

تنظیمی، بر بقه کقارگیری عوامق  رونویسقی بقر روی کرومقاتین و در       

بقا افقزایش سقطح    بنقابراین   گفارد، نتیجه، فعال شدن رونویسی اثر می

و های ترانزیشقن پقروتئین    ژن تنظیمیها در نواحی  متیلاسیون هیستون

روی ایقن نقواحی    بقر  یقری قادر بقه قرارگ  رونویسی، عوام  پروتامین

ها باعقث کقاهش    با ممانعت از روشن شدن این ژن ،که این امر ندنیست

رماتوژنزی های واجد نقایص اسپ گروه درگاته  پیشهای  شدید بیان ژن

هققای  شققود. نتققایج ایققن تحقیققق، بققه خققوبی نشققان داد کققه نشققان مققی

H3K9me2 و H3K9ac  بقر روی   ژنتیکقی مقؤثر   عوام  اپیبه عنوان

کقه   طقوری ه بق  ؛دنق کن عم  مقی  پروتامینو های ترانزیشن پروتئین  ژن

بقا  هقا   ژنایقن   تنظیمقی بقر روی نقواحی    هقا  کاهش میزان حضقور آن 

 ماتوژنز همراهی دارد.های دارای نقص اسپر گروه

با توجه به این که اسپرماتوژنز فرایندی بنیادی در دست،اه تناسقلی  

ژنتیکی بسیار کنترل شده نیقاز   مردان است که به حوداث ژنتیکی و اپی

گیری کرد که تغییقرات پسقا    توان این گونه نتیجه دارد، در مجموع، می

؛ نماید اسپرم ایاا میبلوا  تمایز و نقش حیاتی درها  ای هیستون ترجمه

هقا از طریقق تأثیرگقفاری بقر بیقان       عملکقرد آن نقص در به طوری که 

ینقد  ادر فر اخقتلال  های ترانزیشن پقروتئین و پروتقامین، منجقر بقه     ژن

 گردد. اسپرماتوژنز میبازآرایی کروماتین و 

 

 تشکر و قدردانی

م وب پژوهش،اه  98223980این مقاله، حاص  طرح تحقیقاتی با کد 

نویسندگان حاص  این تحقیقق را بقه روح بلنقد دکتقر      باشد. رویان می

 .نمایند گفار فقید پژوهش،اه رویان تقدی  می کاظمی آشتیانی بنیان
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Abstract 

Background: Successful spermatogenesis requires a series of tightly controlled epigenetic events leads to 

condensation of sperm chromatin. Through these epigenetic events, expression of transition nuclear proteins 

(TNPs) and protamines (PRMs) rise to replace with histones. Many epigenetic factors are involved in regulation of 

these genes. Therefore, evaluation of histone modifications e.g. H3K9ac and H3K9me2, as powerful epigenetic tool 

in regulation of mentioned genes, can represent better insight into molecular mechanisms of infertility.  

Methods: The consent was obtained from 60 azoospermic infertile men referred to Royan Institute, Tehran, Iran, 

according local ethical approval. Then, based on spermogram and pathological features of patients, testes tissue 

samples were collected from three groups including complete maturation arrest, sertoli cell only syndrome, and 

hypospermatogenesis (as positive control). Expression of TNPs and PRMs were evaluated using quantitative 

reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR). Besides, chromatin immunopercipitation (ChIP) 

coupled with real time- polymerase chain reaction was performed to evaluate the incorporation of H3K9ac and 

H3K9me2 into regulatory regions of mentioned genes. 

Findings: There was a significant decrease in expression of TNP and PRM genes in two groups of 

spermatogenic failure in comparison to positive control. These findings also confirmed by chromatin 

immunopercipitation data which revealed decreased incorporation of H3K9ac (activating mark), and increased 

incorporation of H3K9me2 (repression mark) into regulatory regions of mentioned genes in complete maturation 

arrest and sertoli cell only syndrome groups vs. positive control. 

Conclusion: These finding implies significant association of histone modifications with altered expression of 

sperm chromatin condensing genes and impairment of spermatogenesis in male infertility. 
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