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 پژوهشگاه رویان
 

 مائده میرمحمدحسینی

 فرهنگ دانشگاه غیرانتفاعی علم و فارغ التحصیل کارشناسی ارشد ژنتیک مولکولی

 

 چکیده

درصد  20-30دهد، مردان درحدود اسرجهان راتحت تأثیرقرارمی  درسرهای در سن باروری    درصد زوج 8-12ناباروری درحدود 

شود که  تخمین زده می هایشان بستگی دارد، کلی به کیفیت وکمیت اسپرمطور بهدراین ناباروری سهیم هستند. باروری مردان 

درصد  1ن حال فقط درحدود مرد یکی ازآنان دارای یک نوع مشکل ناباروری باتعداد کم اسپرم درانزال است، با ای 20از هر 

مردان فاقد اسپرم درانزال هستند. ناباروری مردان معمولاً به دلیل مشکلاتی است که تولید اسپرم و یا انتقال آن را تحت 

 هاشان در هاشان دارند، یعنی اینکه تعداداسپرم     دوسوم مردان نابارور مشکلی درتولید اسپرم دربیضه تقریباًدهد.  تأثیرقرار می

کنند که همان نوع غیرانسدادی آزواسپرمی است. مشکلات انتقال  هاشان به درستی عمل نمی عمل ناکافی است یا اینکه اسپرم

 post-testicular genital شود که شامل مردانی است که انسدادی در مرد نابارور را شامل می 5یک مورد ازهر تقریباًاسپرم 

tracts  تواند در مراحل مختلف به دلایل  عدم وجود کامل اسپرم درانزال شود، روند ساخت اسپرم میتواند منجربه  که میدارند

به و در سایر بافت های طبیعی  شود میعمدتاً در ماهیچه های اسکلتی و بیضه بیان  DYRK1B ژن متعدد متوقف شود.

 در سه گروه مردان نابارور شامل مردان DYRK1Bدر این پژوهش بیان ژن  .شود میمیزان بسیار کمی بیان 

Hypospermatogenesis(Hypo) مرد 10کنترل مثبت و  گروه عنوان بهCompelet maturation arrest 

spermatogenesis(MA) گروه  عنوان به( موردcase)  مرد  10وSertoli cell only syndrome(SC) گروه  عنوان به

نیاز از بانک بافت   بافتی مورد های نمونه از نظر کمی مورد ارزیابی قرار گرفت. Real-time PCRکنترل منفی توسط روش 

در گروه کنترل منفی در مقایسه  DYRK1Bنتایج ما نشان داد که بیان ژن  بیضه گروه آندرولوژی پژوهشگاه رویان گرفته شد.

یک عامل  عنوان به DYRK1Bشود که بیان کمتر  پیشنهاد می ( دارد.0P>/05با گروه کنترل مثبت کاهش معنی داری )

 ژنتیکی برای ناباروری/ناباروری مردان در نظر گرفته شود.

 

 ، بیان ژن.DYRK1B: ناباروری مردان، های کلیدی واژه
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 مقدمه

 فیمحافظت نشده تعر یاز رابطه جنس شتریب ایسال  کیپس از  باردار شدن ییعدم توانا عنوان به ی، نابارورطورکلی به

 4مشکل مردان است و در هر  یک مورد آن مربوط به تقریباًزوج نابارور  5ناباروری یک مشکل گسترده است، از هر .(1)شود می

زوج نابارور یک مورد آن را  7در هر  تقریباًزوج نابارور فقط یک مورد آن هر دو نفر یعنی هم مرد و هم زن مشکل دارند، 

 .(2)را دارد 1مرد نوعی از ناباروری با تعداد کم اسپرم در انزال 20یک مرد از هر  توان دلیلی برایش پیدا کرد. همچنین نمی

 مبانی نظری

 دستگاه تولیدمثل مردان

، 6اپیدیدیم هایمنی(، مجرا های کیسه) 5سمینال ، غدد وزیکول4، غده پروستات3ها شامل بیضه 2مردان دستگاه تولیدمثلی

 .است 9و اندام تناسلی 8، غدد بولبورتال7ی وازدفرانارمج

 ها بیضه

متر  سانتی2.5 متر عرض و سانتی 3متر طول، سانتی 4-5اندام بیضی شکل هستند که هر کدام  ها بصورت یک جفت بیضه

 کیکه توسط  قرار دارند 10ی بیضه ها ساختارهای زوجی هستند که در داخل کیسه ها و اپیدیدیم ضخامت دارند. بیضه

تونیکا ، جود داردو نوع از این پوششسه  ها که از نوع بافت همبند هستند، در بیضه پوشانده شده اند هیچند لا 11پوشش

 .14تونیکاواجینالیسو 13تونیکا آلبوجینی، 12واسکولاسا

 ساز های اسپرم لوله

 .دهند می تشکیل را ها بیضه از ای عمده قسمت ،اند شده پیچیده کاملاً که 15ساز اسپرم های لوله

ساز  ی اسپرم خوده ی پیچ  لوله 4-1 تشکیل شده است. در داخل هر لوبول 16نام لوبول ساختار به 300-400از  تقریباًبیضه هر 

 .(4)تاس متر 0٫5طول متوسط هریک از آنها بیش از  اند، قرار گرفته

 اسپرماتوژنز

 اسپرماتوژنز 
18های بنیادی است که سلول یندیفرا 17

 .(6)فاز میباشدشوند و دارای سه به اسپرماتوزوای بالغ تبدیل می 

 21(اسپرمیوژنزیس3 20(میوزیس2 19میتوزیس() سیتوژنزیاسپرماتوس(1

شوند تقسیم های بنیادی که همان اسپرماتوگونیا نامیده میشود سلولدر اسپرماتوسیتوژنزیس که میتوزیس هم نامیده می

 کنند.دهند وسپس شروع به تمایز میمیتوز را انجام می

 های سرتولی وظایف سلول

 ها دارند که عبارتند از: های زیادی در بیضه نقش 22های سرتولی سلول

                                            
1 Ejaculation 
2 Male reproductive system 
3 Testes 
4 Prostat gland 
5 Seminal vesicles 
6 Epididymis 
7 Vas deferens 
8 bulbourethral glands 
9 penis 
10 scrotum 
11 tunica 
12tunica vasculosa 
13tunica albuginea 
14 tunica vaginalis 
15 seminiferous tubules 
16  Lobule  
17 Spermatogenesis  
18 stem cell 
19 mitosis  
20 meosis 
21 spermiogenesis 
22  Sertoli cells 
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است که به جلوگیری از رشد اندام جنسی زنانه پس از تعیین بیضه در  23ی مولرین ترشح ترکیبی به نام فاکتورهای مهارکننده

 کند. جنین کمک می

 دلایل ناباروری مردان

ی پزشکی، پزشک ممکن  در انتقال اسپرم است. از طریق معاینهناباروری مردان معمولا یا به دلیل مشکلات در تولید اسپرم و یا 

 .(2)دهد است قادر باشد که دلیل مشکل را پیدا کند، تحقیقات پزشکی همچنان به شناخت دلایل ناباروری در مردان ادامه می

 تشخیص علت ناباروری در مردان

در مراحل مختلف تشخیصی از آن ها استفاده می برای تشخیص علت ناباروری در مردان روش های زیادی وجود دارد که 

ی پزشکی، ارزیابی  سابقه کنند. این روش ها شامل آنالیز مایع منی، سونوگرافی، بررسی هورمونی، بیوپسی بیضه، بررسی

 .(13)تمیکروبی اس ژنتیکی، آزمایشات تخصصی عملکرد اسپرم و بررسی

 اشکال در تولید اسپرم

های کروموزومی یا دلایل ژنتیکی، عدم  تواند ناشی از عواملی همچون ناهنجاری میدلایل مربوط به مشکل در تولید اسپرم 

ها(، داروها و مواد شیمیایی،  واریس در بیضه) 24ی بیضه، حرارت، واریکوسل ها در کیسه های بیضه خوردگی ها، پیچ نزول بیضه

ی از وازکتومی و دیگر مشکلات ناشناخته های ناشی از تابش امواج الکترومغناطیسی، مشکلات پروستات، مشکلات ناش آسیب

 .(2)باشد

 اشکال در انتقال اسپرم

 ها باشد. ها، مشکلات مربوط به پروستات، عدم وجود وازودفران تواند ناشی از عفونت انسداد در انتقال اسپرم می

انزال که شامل انزال زودرس یا انزال تواند مشکلات جنسی مانند اختلال در نعوظ و  از دیگر دلایل ناباروری مردان می

 .(2)های اعصاب ودیگر موارد باشد های نخاعی، جراحی پروستات، آسیب رفته، عدم انزال، اختلال در نعوظ، آسیب برگشت

، سومصرف FSH/LHتوان به اختلالات هورمونی، تومورهای هیپوفیز، کمبود مادرزادی  از دیگر دلایل ناباروری مردان می

های  ها نخاعی و یا عفونت های تولیدشده علیه اسپرم به دلایل وازکتومی، آسیب بادی آندروژنیک(، آنتی) کیآنابولدهای استروئی

 .(2)اپیدیدیم اشاره کرد

 شایعترین علل ناباروری مردان که مربوط به تولید و بلوغ اسپرم است.

شود و یا و چنانچه تعداد  نامیده می 25ه این حالت تراتواسپرمیاها ممکن است به صورت نابالغ و یا غیر طبیعی باشندک اسپرم 

 .(14)شود نامیده می 26ها کم باشد این حالت الیگواسپرمیا اسپرم

 الیگوسپرمیا

 است لیتر میلی در اسپرم میلیون 15 زیر منی در اسپرم غلظت کاهش الیگوسپرمیا )WHO) 2010طبق معیارهای

 معرض در گرفتن قرار ،واریکوسل مانند جراحی انجام دلایل به است ممکن و است اسپرم تولید در نقص نوعی الیگوسپرمیا

 .(15)باشد 27دلایل ناشناخته یا بیضه ذاتی نقص ،هورمونی عوامل ،اسپرماتوژنز کننده مهار شیمیایی یا حرارتی محیطی عوامل

 28آستنواسپرمیا

شود، طبق معیارهای  ها نتوانند به درستی حرکت کنند که این حالت آستنواسپرمیا نامیده می ممکن است اسپرم
29

WHO)2010 (تحرک طبیعی اسپرم  عنوان بهها باید حرکت داشته باشند تا  درصد اسپرم40آنالیز منی حداقل  در آزمایش

 در نظر گرفته شوند.

                                            
23 anti-Mullerian hormone 
24 Varikosel 
25 Teratospermia 
26 oligospermia) 
27 idiopathic 
28 Asthenozoospermia 
29 World Health Organization 

https://www.drmalpani.com/knowledge-center/the-infertile-man/oligospermia
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 می تأثیر ها اسپرم تحرک بر که تناسلی دستگاه غدد و ساز اسپرم مجرای ،اپیدیدیم در التهاب ،مثل تولید سیستم در عفونت

توانند از جمله دلایل  می شود می مردان ناباروری به منجر که سازی مایع عدم یا منی مایع گذارد و همچنین تولید نامنظم

 .(15)ایجاد آستنواسپرمیا باشند

 30تراتواسپرمیا

شکل  هایی با مردان اسپرم شود می باعث اختلال این. شود می تعریف اسپرم غیرطبیعی مورفولوژی عنوان به تراتوسپرمیا

 معیوب باشند، دم یا وسط و سر، قسمت نظرمورفولوژی شده ممکن است از تولید های اسپرم. کنند تولید نابالغ غیرطبیعی ویا

 پایانی مرحله در که مورفولوژیکی که تغییرات است مسلم. است دشوار تراتوزواسپرمی دلیل ایجاد ، شناختمواقع از بسیاری در

 درمان توان به این حالت میهستند، از دلایل ایجاد  تراتواسپرمی مسئول ایجاد افتد می اتفاق( اسپرم تولید فرآیند) اسپرماتوژنز

غیره،  و الکل یا داروها، مواد مخدر ،ناسالم، چاقی، مصرف تنباکو غذایی رادیوتراپی، رژیم یا درمانی شیمی مانند سرطان های

 .(16)های مایع منی اشاره کرد دیابت شیرین، عفونت مننژیت، واریکوسل، تب شدید،

 آزواسپرمی

 32(OA) یانسدادشود و آزواسپرمی به آزواسپرمی شرایطی است که در آن هیچ گونه اسپرمی درانزال یافت نمی 31آزواسپرمیا

های درمانی بسیار مختلف  شوند که هر کدام دارای علل و روش بندی می طبقه 33(NOAو آزواسپرمی غیرانسدادی )

 .(17)است

 :(18)شودبه سه دسته تقسیم می ی آن آزواسپرمی از نظر علل ایجادکننده

 غیر انسدادی() 34آزواسپرمی پیش بیضه ای 

 غیرانسدادی() 35آزواسپرمی بیضه ای 

 انسدادی() 36آزواسپرمی پس بیضه ای 

 ای آزواسپرمی پیش بیضه

دراین وضعیت ممکن است  .شود میحالتی است که با تحریک ناکافی بیضه های طبیعی و دستگاه تناسلی طبیعی مشخص 

  ها برای تولید اسپرم شوند که از تحریک بیضه ی هیپوفیز باعث عدم تعادل هورمونی می ناهنجاری هیپوتالاموسی و یا غده

ی هیپوفیز، استفاده از  ، اختلالات آندوکراین، تومورهای غدهFSHریز، سطوح ناکافی  کند. اختلالات غدد درون  جلوگیری می

 .(19)تواند از دلایل این نوع از آزواسپرمی باشد آنابولیک میاستروئیدهای 

 ای آزواسپرمی بیضه

ها اختلال در تولید اسپرم وجود دارد، این اختلال ممکن است مادرزادی ویا اکتسابی باشد،  در این نوع آزواسپرمی درخود بیضه

بلوغ اسپرم ممکن است که تولید اسپرم کاملا وجود نداشته باشد و یا ممکن است اسپرماتوژنز در مراحل اولیه و یا اواخر 

های ویروسی در دوران کودکی که باعث التهاب  توان به ابتلا به عفونت متوقف شده باشد. از دلایل ایجاد این نوع آزواسپرمی می

های  های کروموزومی، ناهنجاری ، ناهنجاری37فلتر شود، رادیوتراپی برای درمان سرطان، سندروم کلاین ها می و یا عفونت بیضه

 .(19)ژنتیکی اشاره کرد

 ای آزواسپرمی پس بیضه

ترین دلایل بوجود آمدن این  ممکن است اسپرم طبیعی تولید شود ولی بعضی از مشکلات مانع از خروج اسپرم شود. از مهم 

که برای پیشگیری از بارداری  38دهنده، وازکتومی باشد، انزال برگشت ای می بیضه حالت انسداد فیزیکی دستگاه تولیدمثلی پس

                                            
30 Teratospermia  
31 Azoospermia 
32 (Obstructive) 
33 (Non-obstructive)  
3434 Pretesticular 
35 testicular 
36 post testicular 
37 Klinefelter-Syndrom, XXY 
38 vasectomy 
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 (22) انساندرون ژنوم  DYRK1Aجایگاه ژن  -2شکل 

های دستگاه تناسلی از دیگر دلایل  های مجرای انزالی، اختلال در نعوظ، عفونت هنجاریشود، عدم حضود وازودفران، نا انجام می

 DYRKی  خانواده.(19)این نوع آزواسپرمی است

DYRK
ی کینازی حفاظت شده در طول تکامل هستند که فعالیتشان بستگی به فسفریلاسیون رزیدوی  ها یک خانواده 39

 .(20)ی فعال سازی دومین کاتالیتیک دارد تیروزین حفاظت شده در حلقه

 ها DYRKفعالیت کینازی
 در لوپ فعال سازی دومین کاتالیتیک دارد که شبیه موقعیت YXYها بستگی به حضور موتیف  DYRKفعالیت کینازی

TXY در (MAPK
40

ها در انتقال سیگنال درون سلولی  DYRKها و  MAPKاست، که این مساله اشاره به نقش مشابه (

یک اتوفسفریلاسیون است و فعالیت  DYRKسازی فسفریلاسیون در لوپ فعال ها، تیروزین      MAPKدارد. اگرچه برخلاف 

ی تیروزین دوم در این  کند، در حقیقت فسفریلاسیون در باقیمانده آن را فسفریله نمی 41کیناز دیگری به صورت بالادست

 .(20)ضروری است DYRKی موتیف برای فعالیت کینازی اعضای خانواده

 DYRK ی اعضای خانواده

DYRK شود :   ها در پستانداران به دو کلاس یا دسته تقسیم می 

بر اساس همولوژی ، که DYRK2, DYRK3, DYRK4)دو )وکلاس  DYRK1B, DYRK1A))کلاس یک 

 .(21)بندی صورت گرفته است شان این دسته توالی

 DYRK1A وDYRK1B ی درناحیه- N  ی  درصد تشابه دارند اما در ناحیه 84ترمینال و دومین کاتالیتیک در حدرد-C 

کینازها را دارا  ی پروتئین های خانواده تمام مشخصات موتیف DYRK1Bدهند،  ای را نشان نمی ترمینال مشابهت گسترده

 .(1)شکل(22)باشد می

 
 DYRK1A (23)و DYRK1Bهای  شباهت ساختاری پروتئین-1شکل

 
 

DYRK1A 
ی مهم  ناحیه در DYRK1Aنورونی دخالت دارد، ژن  های در تمایز سلول DYRK1Aدهد که  چندین مطالعه نشان می

های مبتلا  جنین در مغز DYRK1A( که مربوط به سندروم دوان است قرار گرفته است، افزایش بیان 2)شکل21کروموزوم 

 .(23)به سندروم دوان مشاهده شده است

 .(22)شود نامیده می 42برین در دروزوفیلا پروتئین نیزمینی DYRK1Aارتولوگ 

 
 

 

 

                                            
39 dual-specificity tyrosine-regulated kinases 
40 Mitogen activated protein kinase 
41 up stream 
42 mini brain 
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DYRK1B 
 19q13.2. درون ژنوم در جایگاه (24)است related kinase)-(minibrainMirkکه نام دیگر آن DYRK1B ژن

 (.8-1)شکل(25)است قرارگرفته

 

 
تعلق دارد با اتوفسفریلاسیون همراه ترجمه در رزیدوی  DYRKکیناز  ی پروتئین که به خانواده DYRK1Bکیناز  پروتئین

بعداز  ها DYRKرسد، ی فعالیت که مربوط به دومین کاتالیتیک است به نهایت فعالیت کاتالیتیکی خود می درحلقه  تیروزین

 .(26)کنند فسفریله می ینکنند سوبستراهای دیگر را در سرین یا ترئون اینکه رزیدوی تیروزین را در خود فسفریله می

 ی اسکلتی  های ماهیچه در سلول DYRK1B/Mirkنقش 

ها ازفاز  یابد مانند هنگامی که میوبلاست در شرایطی که میتوژن وجود ندارد به شدت افزایش می DYRK1B/Mirkمقدار 

 .(27)یابند رشد به فاز تمایز انتقال می

Mirk/DYRK1B ها باعث ایجاد ناپایداری سایکلین      همچنین در میوبلاستD1 228ی فسفریلاسیون در ترئونین  بوسیله 

یعنی  cdk1ی دهد و این کار را با افزایش پایداری مهارکننده ی سلولی افزایش می را در چرخه G0فاز  Mirk. (27)شود می

p27kip1 ی فسفریلاسیون  بوسیلهp27  و حفظ  10در سرینp27 کند، یعنی جایی که  در هسته میp27kip1 عنوان به 

 (.20کند ) عمل میcdk2 ی مهارکننده

 .(26)کند ی اسکلتی را متوقف می میوبلاست تمایز ماهیچه C2C12های  در سلول گر مداخله RNAی       بوسیله Mirkحذف 

باعث  Mirkشود در حالیکه بیان پایدار  ای می هسته های چندین باعث توقف تمایز میوبلاست به میوتویوپ Mirkحذف 

 .(26)شود ها با هم می افزایش ترکیب میوبلاست
43

mef2 ی هیستون داستیلاز کلاس دو  ها است بوسیله یسی در تمایز میوبلاستکه یک فاکتور رونوDNA  ،جدا شده است

Mirk کند، این  ای فسفریله می این هیستون داستیلاز را را در یک سایت محافظت شده درون جایگاه محلی سازی هسته

شود و باعث باقی ماندن  و در نهایت رونویسی از میوژنین می mef2ای باعث آزادسازی  کاهش هیستون داستیلاز درون هسته

 .(26)شود توانایی تمایز می

Mirk ،P21ای   های ماهیچه علاوه بر این در سلول
44

cip1 این  کند، ای فسفریله می ی محلی سازی هسته را در ناحیه

ی  کند جایی که این پروتئین قادر به توقف چرخه را در سیتوپلاسم حفظ می P21cip1فسفریلاسیون بخشی از پروتئین 

ها در طول فرایند  کند و باعث کاهش میزان آپوپتوز سلول را متوقف می 3فعالیت کاسپاز P21cip1سلولی نیست و جایی که 

 .(26)شود تمایز می

 های سرطانی درسلول DYRK1B/Mirkنقش 

یابد مثل تومورهای پانکراس، ریه، تخمدان، کلون،  بسیاری از تومورهای جامد و سفت افزایش میدر  Mirk/DYRK1B بیان 

 .(28)و استئوسارکوما 45رابدومیوسارکوما
DYRK1B/Mirk ایداری باعث پp27kip1 ناپایداری بیشتر سایکلین  وD1 شود که در نهایت منجر به باقی ماندن  می

 .(4)شکل(29)شود می G0های سرطانی انسان در فاز  سلول

                                            
43  myocyte enhancer factor 2  
44 CDK-interacting protein 1 
45 rhabdomyosarcoma 

 (27) انساندرژنوم  DYRK1Bموقعیت ژن-3شکل
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DYRK1B ی اسکلتی به صورت غیرقابل برگشت ودر سلول های سرطانی به صورت     ی سلولی را در تمایز عضله   چرخه

 .(30)آورد کند و از فرایند میتوز جلوگیری به عمل می برگشت پذیر متوقف می

DYRK1B شود که شامل فرواکسیداز و  های سرطانی می باعث افزایش بیان چندین ژن آنتی اکسیدان در سلول

های طبیعی حفظ  را نسبت به سلول ROSهای سرطانی سطوح بالاتری از  هست. سلول 3و 2سوپراکسیداز دیس موتاز 

را در  toxicسمی یا  ROSیزان م Mirkبیشر حساس باشند،  ROS 46کنند و بنابراین ممکن است به انباشته شدن می

 .(31)شود دهد و باعث افزایش بقایشان می های توموری کاهش می سلول

Mirk
همچنین در کارسینومای ریه افزایش بیان دارد، در کارسینومای تخمدان و ملانوما نیز شاهد این افزایش بیان هستیم  47

 یابد. های توموری افزایش می اغلب درون بافت Mirkن دارد که که اشاره بر ای

 DYRK1B/Mirkهای دیگر  نقش

DYRK1B (32)شود  آنزیم کلیدی گلوکونئوژنیک( میفسفاتاز )– 6باعث افزایش بیان گلوکز. 

باعث فعال سازی فاکتور  Mirkهای نرمال نیز پیدا شده است و مشخص شد که  همچنین در هپاتوسیت Mirk پروتئین

HNF رونویسی
48

α1 (27)شود  از طریق فسفریلاسیون آن می. 

 در فرایندآدیپوژنزیس DYRK1B/Mirkنقش 

بنیادی  های ، آدیپوژنزیس فرایندی است که در طی آن سلولیابد  در طول فرایند آدیپوژنزیس افزایش می DYRK1Bبیان 

منجر به کاهش  Shhکند، مهار مسیر  رامهار می Shhمسیر  DYRK1Bشوند،  های آدیپوسایت تبدیل می مزانشیمال به رده

c/EBPα)شود که با افزایش پروتئین آدیپوژنیک  می wntپروتئین 
49

گاما و همچنین عوامل تبدیل کننده  PPAR 50و (

 .(32)آدیپوژنیک همراهی دارد

 DYRK1B/Mirkتنظیمات بیان وفعال شدن 

 RhoA مانند Rhoی  ی بعضی از اعضای خانواده بوسیله DYRK1Bیا همان  Mirkای مشخص شد که  در مطالعه

Cdc42,  و به میزان کمتریRac1 (24)شود  ها تحریک می در میوبلاست. 

دهند  را کاهش می mirkشوند و همچنین سطح  می G1سلول به فاز ها باعث تحریک سلول و در نتیجه وارد شدن میتوژن

(33). 

Mirk ی به صورت منفی به وسیله ERK
MAPK ای 51

52
ای مشخص شد که مهار مسیر  شود، در یک مطالعه ها تنظیم می 

MEK  ها یاERK  ها منجر به افزایش بیانMirk (29)شود  های سرطانی می های میوبلاست و سلول ها در سلول. 

                                            
46 reactive oxygen species 
47 minibrain‐ related kinase 
48 hepatocyte nuclear factor 
49 CCAAT/enhancer-binding protein alpha  
50 peroxisome proliferator-activated receptors  
51 extracellular-signal-regulated kinase 
52 mitogen‐ activated kinase 

(32) DYRK1B ی سلولی توسطتنظیم چرخه -4شکل   
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شود و آن هم  کیناز است می MAPکه یک  MKK3همچنین مشاهده شده است که استرس سیگنالیگ منجر به فعال شدن

جر به مهار من P38شود، از طرفی  کیناز است می MAPکه آن هم یک  P38و  DYRK1B/Mirkمنجر به فعال شدن 

DYRK1B/Mirk (27)شود می. 

 DYRK1B/Mirk ژنهای کشف شده در  جهش

اند که با فرم اتوزومال غالب سندروم متابولیک که  اخیرا کشف شده R120C و DYRK1B،H90Pدر missense دو جهش

AOMS3  همراهی دارد، در افراد مبتلا شروع زودرس بیماری قلبی عروقی،  3یعنی سندروم متابولیک چاقی شکمی نوع

 .(20)شود فشار خون بالا، چاقی مرکزی و دیابت دیده می

های  که در موتاسیون DYRK1Bهستند. بیان بیش از حد  53دچار کسب عملکرد DYRK1Bی  یافته های جهش آلل 

H90P  وR120C ی های هپاتوما در سلول HepG2  فسفاتاز( -6منجر به افزایش تولید آنزیم گلوکونئوژنیک )آنزیم گلوکز

 (.11است )فسفاتاز در حالت طبیعی -6شود که این میزان بیان بیشتر از بیان گلوکز  می

-Nی  که در ناحیه( است DH BOXی همولوگ ) های ایجاد شده متعلق به یک جعبه دهد که جهش آنالیز توالی نشان می

 .(20)قرار دارد DYRK1Bترمینال 

 مروری بر مطالعات گذشته

 در فرایند اسپرماتوژنز DYRK ی حضورخانواده

موش بر روی  in situ-hibridisationو همکاران وی از طریق تکنیک  F.Sacherتوسط  2006ای که در سال  در مطالعه

(rat)  انجام شد مشاهده شد که به جزDYRK1A های این  ی همولوگ داد، همه ها نشان نمی که بیان قابل توجهی را در بیضه

های زایا نشان  هستند الگوی بیان بالایی را درسلول DYRK1B،DYRK2، DYRK3،DYRK4کیناز که شامل وتئینپر

 .(34)شود اسپرماتید بیان می 16ی  در اواخر پاکیتن تا مرحله DYRK1Bدادند. همچنین مشاهده شد که  می

تن  از اواخر پاکی DYRK3ادامه دارد، بیان  11اسپرماتید  ی شود وتا مرحله اسپرماتید شروع می 6ی  از مرحله DYRK2بیان 

 اسپرماتید ادامه دارد. 7ی  شود و تا مرحله اسپرماتوسیت شروع می

 (.34است )اسپرماتید مشاهده شده  8ی  مرحلهفقط در  هم DYRK4بیان 

ی کاهش ویا اختلالی  گونه هیچ، DYRK4ی  اوت شده های ناک همچنین در این مطالعه مشاهده شد که در موش

 DYRK4کمبود بیان  DYRKهای دیگر ها مشاهده نشد، در واقع ممکن است ایروفرم دراسپرماتوژنز و حرکت و عملکرد اسپرم

 (.34کنند )را جبران 

 Hh Signalingبر مسیر  DYRK1B/Mirkتاثیر 

DYRK1B ی مثبت و منفی مسیر  کننده تنظیم عنوان بهHh (35)کند عمل می. 

شود که این احتمالا به  می Gli1 غیر مستقیم باعث افزایش پایداری طور به DYRK1Bای مشخص شد که  در یک مطالعه

mtorkمسیر  DYR1Bدهد که  ها نشان می هست. داده Aktدلیل تاًثیر مولکول 
54

/Akt کند که آن هم  را تحریک می

 .(35)شود ها می Gliمتعاقبا باعث افزایش پایداری 

های  ها است که یک فاکتور رونویسی برای ژن GLIسازی  فعال Desert Hedgehog(Dhh) ی نهایی پیام رسانی هنتیج

های متفاوتی  نقش hedgehog (HH) میتواند بر روی مسیر DYRK1Bای مشاهده شد که  هست، در مطالعه Dhhهدف 

تاثیر بگذارد، مثلا هنگامی که در قسمت  داشته باشد و این بستگی به این دارد که در کدام قسمت از این مسیر وارد شود و

 Gli1تری وارد شود باعث پایداری های پائین شود، اما هنگامی که در قسمت می Hhشروع در غشا وارد شود باعث مهار مسیر 

 .(35)شود می

 Signaling Hhمسیر

 .(34)های بنیادی وتومورزایی است ی مهم در رشد جنینی، زیست سلول کننده یک تنظیم Hhمسیر 

                                            
53 gain of function 
54 mammalian target of rapamycin complex 
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 (.36کند ) را تنظیم می  های بنیادی اسپرماتوگونیال به صورت مستقیم و غیر مستقیم تکثیر و تمایزسلول Dhhمسیر 

به  Desert Hedgehog(Dhh)و Sonic Hedgehog (SHH)،Indian Hedgehog(IHH)به صورت  Hhلیگاندهای

 GLI1،GLI2شوند که در نهایت موجب فعال شدن فاکتورهای رونوسی  متصل میPTCH2 و PTCH1رسپتورهای 

 .(34)شود در پستانداران می GLI3و

 در بیضه Hh Signaling مسیر

برای رشد کامل بافت بیضه و اسپرماتوژنز لازم  Dhh، اشاره بر این مسأله دارد که در بیضه از جنینی تا برزگسالیDhh بیان

 .(37)است

Desert Hedgehog(Dhh) ی پروتئین یک عضو از خانواده hh هایی است که در رشد و  پستانداران هست و جزء اولین ژن

بصورت دستکاری ژنتیکی و یا استفاده از داروها  hhرسانی  یر پیام تکامل و گنادهای جنس نر نقش دارد، متوقف کردن مس

 .(38)شود منجر به نقص در اسپرماتوژنز و ناباروری می

 ها مواد و روش

 انمونه هی و آماده ساز هیته

 های آزمایشی تعیین گروه

 maturation arrest گروه کنترل منفی، عنوان به Sertoli cell only syndrome مردانها شامل بافت بیضه از این نمونه

spermatogenesis compelete گروه  عنوان به( موردcase) Hypospermatogenesis گروه کنترل مثبت  عنوان به

 باشد. می

 پژوهش مشخصات واحدهای مورد

 باشند. نفر از مردان نابارور مراجعه کننده به رویان می 30های مورد بررسی  نمونه .1

 های کروموزومی و سیستیک فایبروزیس باشند. نباید شامل بیماران مبتلا به ناهنجاری نمونه های مورد مطالعه .2

 گیری نمونه

 از بانک بافت بیضه گروه آندرولوژی پژوهشگاه رویان گرفته شد. -2-1-2شده در قسمت  گفته بافتی های نمونه

 وتستستورون این بیماران نیز مطالعه شد. ,FSH LHهای  وهورمون BMIلازم به ذکر است که اطلاعات مربوط به 

 انجام تست تشخیص مولکولی

 های مورد استفاده تجهیزات و دستگاه

 و الکتروفورز Real time PCRو  cDNAو سنتز RNAهای مورد استفاده دراستخراج لیست دستگاه -1جدول

 نام دستگاه نام شرکت سازنده  نام کشور سازنده

 سمپلر Eppendorf/Brand  ایتالیا/ آلمان

تجهیز ژال  ایران  هودشیمیایی 

PowerPac basic Power 

Supply 

 Bio Rad منبع تغذیه 

 تانک الکتروفورز افقی پزشکی باباپژوهش  ایران

درجه -80فریزر Ultra Low Temprature  آمریکا  

 Applied Biosystems  Real time PCR  آلمان

 استوانه مدرج Brand  آلمان

 ارلن Brand  آلمان

 ترازو Sartoris  آلمان

درجه4یخچال  Siemens  انگلیس  

درجه -20فریزر Siemens  انگلیس  
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 و الکتروفورز Real time PCRو  cDNAو سنتز RNAدراستخراج مواد مورد استفاده ستیل -2جدول 

 

 

 طراحی و بررسی کیفیت پرایمرها

ابتدا لازم است که برای ژن مورد نظر، پرایمر طراحی گردد. طراحی پرایمر  PCR Real-Timeبه روش cDNAبرای سنتز 

 Perl Primer،Genشود شامل  هایی که در این طرح به کار برده می تواند صورت بگیرد. روش افزارهای متعددی می توسط نرم

Runner،NCBI باشد که بعد از آن در سایت  میUCSC نظر بررسی       اختصاصی بودن پرایمر طراحی شده برای ژن مورد

 گردید.

 روش آماده سازی پرایمرها

ابتدا بر طبق دستورالعمل ارسال شده توسط شرکت سازنده پرایمر، مقدار مشخصی آب تزریقی استریل به ظرف اصلی پرایمرها 

 گردید واضافه 

ها را خوب تکان داده و  آورده و آن هارا از یخچال در شد بعد از این مرحله تیوپ down &upبه مدت یک ساعت در یخچال

 شد. به مدت یک شبانه روزگذاشته یخچال 3-4 ℃ اسپین کرده و بعد دوباره در دمای

 -20آب تزریقی استریل مخلوط گردید و بعد در دمای  µl95 ازظرف اصلی هر پرایمر را با µl5 سپس برای رقیق سازی پرایمر

 داری شد. نگه

 

 

 ماکرویو Samsung  کره جنوبی

 ترموسایکلر Eppendorf  آلمان

 نانودراپ Thermo Scientific  آلمان

دار سانتریفوژ یخچال Eppendorf  آلمان  

 ورتکس/ اسپین Kiagen  آلمان

 نام مواد  نام شرکت سازنده  نام کشور سازنده

 Ambion  TRIzol  آمریکا

 کلروفرم  Merk  آلمان

 ایزوپروپانول  Merk  آلمان

 سرسمپلر  Brand  آلمان

 nucleaseمیکروتیوپ  Brand  آلمان

free 
 آب مقطر  داروپخش  ایران

 دستکش لاتکس  Biomax  آلمان

 Amplicon  Syber green Q-PCR  کره

 Fermentas  DnaseΙ  آمریکا

 SMOBIO  cDNA synthesis kit  کره

 Agarose  کیازیست  ایران

 SMOBIO  DNA-Ladder  کره

USA  Thermo sientific  Loading dye 

 Forward Reverse primer  پیشگام  ایران
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 GAPDHو DYRK1Bتوالی پرایمر -3جدول

 

 بیضه انسانی از بافت RNA استخراجمراحل 

و از آنجایی که غیرفعال کردن  شود می RNAبه وفور در محیط اطراف وجود دارد و باعث تجزیه ی  RNaseآنزیم 

RNase ها بسیار مشکل است و حتی مقدار کمی از آنها برای تخریبRNA جلوگیری از آلودگی،  کافی است، پس برای

در زیر هود شیمیایی و بر روی یخ انجام می گیرد. برای جلوگیری از  RNAمحیط باید استریل باشد. تمامی مراحل استخراج 

دقیقه  20. حدود شود میویال های فاقد نوکلئاز استفاده  از RNaseتوسط آنزیم  RNAو از دست رفتن  DNAآلودگی با 

تا محیط زیر هود حدالامکان عاری از آلودگی باشد و پس از آن سطح داخلی هود به  شود میقبل از کار هود شیمیایی روشن 

 دقت الکل کشی می گردد.

.سپس بافت 2گرم باشد. 0.05کنیم تا وزنش  وزن می .ابتدا با استفاده از اسکارپل مقداری از بافت بیضه را جدا کرده و با ترازو1

یکه بافت به طور بهکنیم          دهیم،به مقدار کافی بافت را با ضربه زدن بوسیله اسکارپل خورد می را روی پتریدیش ویا پلیت قرار می

 دهیم.           انتقال می 1.5سپس بافت را به ویال  صورت یک مایع غلیظ در بیاید

یکه مایع یکنواختی از طور بهکنیم،                     دقیقه پیپتاژ می 15کنیم و حدود  میکرولیتر ترایزول را به بافت اضافه می 1000ار به مقد.3

کنیم ودر  میکرولیترکلروفرم به آن اضافه می        200بافت و ترایزول بدست آید و بافت در ترایزول کاملا حل شود سپس حدود 

آید، این مخلوط را به  آبی کدری به دست می-کنیم و در این حالت رنگ سبز می up & downال را چند بار این حالت وی

rcfدقیقه وبا دور 15مدت 
 کنیم. گرادسانتریفوژ می درجه سانتی4در دمای  12000 55

است را  RNA وحاوی و شفافرنگ  شود، فاز رویی را که بی .بعد از انجام سانتریفوژ محلول درون ویال به سه فاز تقسیم می4

 -20کنیم و ویال را به مدت یک شبانه روز در فریزر  دهیم و هم حجم آن ایزوپروپانل به آن اضافه می به ویال جدید انتقال می

 گذاریم. درجه سانتی گراد می

گراد انجام  درجه سانتی 4ی و دردما rcf12000 دقیقه و با دور 15در آورده و سانتریفوژ را  -20.در این مرحله ویال را از 5

 دهیم. می

 ماست. RNA totalآید که همان   ریزیم، رسوبی به دست می بعد از سانتریفوژ مایع رویی را دور می

 8را به مدت  کنیم ودوباره سانتریفوژ % را به این رسوب که ته ظرف است اضافه می70میکرولیتر الکل اتانول  500.سپس 6

کنیم ولی رسوب  دهیم، بعد از سانتریفوژ اتانول را از ویال خارج می گراد انجام می سانتی           درجه 4و دمای  rcf7500دقیقه با دور 

 ماند. می

 10 گذاریم تا رسوب خشک شود، بعد از گذشت  .ویال را به صورت افقی روی گاز استریل روی میز هود می7

 شود. دقیقه رسوب خشک می

دهیم تا محلول یکنواختی بدست   کنیم و بعد پایپت انجام می به آن رسوب اضافه می 56ر آب نوکلئاز فریمیکرولیت 20.سپس 8

 بیاید.

                                            
55 Relative centrifugal force 
56

 nuclease free 

 نام پرایمر (5′به  3′ ) مریپراتوالی  PCR (bp)طول محصول 

120 F:CATCATTCACTGCGACCTC 

R:ATATACTGGTAGATCCTCTGGC 
DYRK1B 

 

122 
F:CTCATTTCCTGGTATGACAACGA 

R:CTTCCTCTTGTGCTCTTGCT 

 

GAPDH 
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برای جذب خوانی با دستگاه نانودراپ برداشته و مابقی  μl 1خواهد بود، از آن به مقدار  RNA.مایع درون ویال محتوی 9

 داری شد. نگهRNA های احتمالی یا حذف آلودکی RNAبرای تیمار کردن 
 

 های استخراج شده توسط دستگاه نانودراپRNAبررسی کیفی وکمی 

نانودراپ دستگاهی است که در آن از تابش الکترومغناطیسی در ناحیه مرئی و ماوراء بنفش برای خواندن میزان جذب ماده  

دقیقه قبل از استفاده از دستگاه نانودراپ باید این دستگاه روشن شود. دستگاه بر روی اسید نوکلئوتید  15 استفاده میشود.

وسیله یک میکرولیتر باه به وسیله آب مقطر و یک تکه کاغذ کاملا پاک شد و پس از آن تنظیم گردید. ابتدا لنز دستگ RNAو

کردن روی لنز دستگاه قرار داده  استخراج شده پس از چندبار پایپت RNAمیکرولیتر 1سپس کالیبر گردید.  دستگاه آب مقطر

استخراج  RNAآید. برای بررسی خلوص  به دست می RNAشد ومیزان جذب آن خوانده شد. با استفاده از این روش، غلظت 

-2استفاده کرد، این نسبت در بهترین حالت باید بین  ) 280A260/A280(و 260های شده از نسبت جذب نوری در طول موج

 260های  است، استفاده از نسبت جذب نوری در طول موج DNAبا  RNAهای کمتر نشاندهنده ی آلودگی         باشد و نسبت8/1

این نسبت هم در بهترین حالت باید  دهد، می RNAهم اطلاعات مفیدی از خلوص و کیفیت  (A260/ A230نانومتر ) 230و

 باشد. ها می ی آلودگی با پروتئین و نمک دهنده های کمتر نشان باشد.نسبت 8/1-2/2بین 

 DNAاستخراج شده و حذف آلودگی  RNAتیمار 

از محتویات ویال حذف گردد. برای این کار باید بر اساس  DNA، لازم است RNAبرای سنتز ژن های موردنظر از روی 

 DNase Iاز  µl2و  10xازبافر µl2حجم مشخصی از محلول را برای تیمار جدا کنیم. برطبق جدول زیر RNAغلظت محلول

 رسانیمب µl20و باید حجم کلی را به  متغیر می باشد RNA به آن اضافه کرده، حجم آب بسته به مقدار

 RNAمواد مورداستفاده برای تیمار -4جدول

 نام ترکیب مقدار

2µl Dnase Ⅰ 
2µl Buffer 10x 

20-(4+x)µl Nuclease free water 
xµl RNA 

20 µl  حجم نهایی 

Nuclease free water : 20-(4+x) 
x : 2000÷concentration of RNA 

داخل ترموستات می گذاریم. سپس به محلول مورد نظر  ºC37دقیقه در دمای  30پس از ترکیب مواد، محلول را به مدت 

µl1.5 EDTA  اضافه کرده و در دمایºC65  دقیقه انکوبه کرده تا فعالیت آنزیم خنثی گردد. 10به مدت 

. برای اطمینان از شود میخالص جداسازی  طور به RNAحذف گردیده و  RNAاستخراج شده با  DNAبه این ترتیب 

 ، با استفاده از دستگاه نانودراپ غلظت آن را به دست می آوریم.RNAخلوص و کیفیت 

EDTA در این مرحله برای غیرفعال کردن آنزیم Dnase Ⅰ رود.   به کار می 

 به آن اضافه کنیم. µl 1 EDTAباشد باید µl 10اگر حجم نهایی ویال 

 .گذاریم بماند  می 65℃دقیقه در دمای  10دوباره در ترموستات به مدت پیچیم و           در این مرحله دور ویال را با پارافیلم می

 غلظت در این مرحله هم با استفاده از دستگاه نانودراپ RNA خوانیم. را می 

 cDNAسنتز 

 دهیم. انجام می SMOBIOرا با استفاده از کیت  cDNAسنتز  RNA کردناز تیمار  بعد

 ریختیم.0.5 شود، ابتدا در یک ویال نامیده می mix Aترکیبات زیر را که SMOBIOمطابق با کیت  cDNAبرای سنتز 

 گذاریم تا بماند. یخ میدقیقه آن را روی 1کنیم، سپس به مدت  انکوبه می 70℃دقیقه در دمای  5این ترکیبات را به مدت 

Mix A: 
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 cDNAسنتز یمواد مورد استفاده برا-5جدول

 مقدار نام ترکیب

Total RNA xµl 

dntp mix 1µl 

Oligo dt primer 1µl 

Random Hexamer 1µl 

DEPC-Treated H2O To 10 up final vol 

نهاییحجم   10µl 

ریزیم، حال  می mixAریزیم و در ادامه این ترکیبات را روی  می 0.5شود را در یک ویال  نامیده می mix Bترکیبات زیر را که

( درون دستگاه 7جدول )ی مندرج در  کنیم و بر طبق برنامه را اسپین می mixBو mixA این ویال حاوی این دو ترکیب

PCR گذاریم. می 

Mix B: 
 cDNAمواد مورد استفاده در سنتز  -6جدول 

 نام ترکیب مقدار

4µl 5x RT buffer(DTT) 
4µl DEPC-Treated H2O 

1µl Rnase Inhibitor 
1µl Reverse Transcriptase 

10µl حجم کل 

 cDNAدمایی سنتز  ی برنامه-7جدول

 دما زمان

دقیقه 20 درجه سانتی گراد 25   

دقیقه 50 سانتی گراددرجه  42   

دقیقه 5 درجه سانتی گراد 85   

های مختلف انجام  را در گروه DYRK1Bی میزان بیان ژن  مقایسه Real Time -PCRتوانیم با استفاده از روش  اکنون می

 دهیم.

 Real time PCRمورد نظر توسط روش  یژن ها یکم یبررس
این واکنش با  .استفاده گردید Real-time PCR الگو در انجام عنوان بهدست آمده ب cDNA های در این مطالعه از نمونه 

 انجام گرفت. (ABI) ( وسیستم آشکارسازSYBER Green, PCR master mix ) نیبرگریسااستفاده از 

Syber Green Master mix  به صورت آماده دارایmgcl2,dntp,PCR buffer  وآنزیمTaq polymerase  لازم

با استفاده از  PCRباشد، همچنین دارای یک نوع رنگ به نام سایبرگرین است که دستگاه  می Real time PCRبرای انجام 

نور فلورسانس از خود ساطع  شود و متصل می DNA ی کند. این ماده به دو رشته منبع نور تنگستن هالوژن آن را تحریک می

شود، بنابراین  نسبت داده می PCRتقیما به مقدار محصول تولید شده در هر سیکل کند. مقدار فلورسنت منتشر شده مس می

 رود. به کار  یک سنجش کمی عنوان بهتواند  می PCRواکنش 

 باشد : ساخت که شامل موارد زیر می Master Mixابتدا باید  Real-Time PCRبرای انجام 

 نرمال شدند. GAPDHی ژن مرجع  در این تحقیق ژن هدف به وسیله
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 طور به ژن مرجع عنوان به GAPDHو ژن  DYRK1Bبرای ژن مورد مطالعه شامل  Master Mix ابتدا باید محلول

 جداگانه طبق جدول تهیه گردد.

 Real time PCRمواد مورد استفاده در -8جدول

 نام ترکیب مقدار

5µl Syber Green Qpcr Master mix 
1µl Forward primer 
1µl Reverse primer 
11µl Water 

 lµ18 حجم کل 

 باشد. یک ژن می Real-Time PCR یک بار این مقدارلازم برای انجام

است، بنابراین ما باید  cDNAفاقد  ntcهم لازم هست که  non template control(ntc)برای هرژن یک تکرار و یک

رقیق شده هر نمونه را cDNA ساخت و در یک ویال هم باید 1.5را سه برابر در یک ویال master mixبرای هر ژن مقدار

 ساخت.

 

دقت هر  ریزیم برای افزایش با غلظت مناسب می cDNAهم از µ 2و  master mixاز  μ18 هر استریپ حال درون چاهک

ریزیم. و در دستگاه  هم آب مقطر میµ 2و master mixاز µ 18قرار دادیم  ntcبار تکرار شد، در چاهک سوم که  2مونه ن

 کنیم. ی دمایی و زمانی مشخص تنظیم میدهیم و با برنامهقرار می

 

شود  تا حدی غیر فعال میی کار در تاریکی انجام شد، زیرا این ماده در اثر برخورد نور   پس از افزودن سایبرگرین ادامه

های حاوی نمونه به داخل دستگاه منتقل و پس از  گیرد، پس از اتمام کار استریپ همچنین تمام مراحل کار روی یخ انجام می

 آغاز شد. Real time PCRی دمایی طبق جدول دادن برنامه

 Real-time PCR ییدما ی برنامه-9جدول 

درجه سانتی گراد() دما عملکرد هر مرحله  تکرار زمان )دقیقه( 
 Initial denaturation  95  10سیکل1  دقیقه  

Denaturation  95 15 ثانیه  سیکل 40  

Annealing- Extention  60 

 

دقیقه 1  

 ها آنالیز داده

ها در سه گروه با استفاده از ی میزان بیان این ژنی مقایسهها به وسیلهبیان نسبی ژنشدند،  Excelافزار  ها ابتدا وارد نرم داده

خلاصه محاسبات به این صورت انجام شد که در  طور بهگیری گردید. اندازه ΔCTو توسط روش  GAPDHژن مرجع 

برای هر گروه  ΔCTدر همان نمونه کسر شد و  GAPDHژن مرجع  CTهای هدف در هر نمونه از ژن CTهرگروه ابتدا 

 جداگانه به دست آمد. طور به

 آوریم. دست می  برای هر نمونه طبق فرمول زیر به ΔΔCT سپس مقدار

ΔCT test -ΔCT control = ΔΔCT 
2اعداد حاصل را به صورت 

-ΔΔCT  2تبدیل کرده وسپس آنالیزهای لازم بر روی اعداد
-ΔΔCT شود.هر فرد انجام می 

 

  عددTC دار در محصول عبارت است از اولین افزایش معنی,PCR شود.  که به آن سیکل آستانه نیز گفته می 

 آنالیز آماری

صورت  one way Anovaشدند و آنالیز آماری با استفاده از آزمون  SPSSافراز  وارد نرم Excelافزار  حاصل از نرم های داده

 در نظر گرفته شد. ) (P<0.05دار بودن نتایج در سطح گرفت. معنی
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 الکتروفورز بر روی ژل آگارز

تیوانیم ژل الکتروفیورز انجیام دهییم. الکتروفورزفراینید       میی  Real time PCRانجام سنتز ژن مورد نظر در  برای اطمینان از

اسیاس خیواص فیزیکیی و وزن مولکیولی      برPCR های باردار در میدان الکتریکی است. طی این روش محصول حرکت مولکول

قیوی  هیای پلیمیر از حالیت حل    شوند، در واقع شکل مولکیول  خود در چاهکهای ژل حرکت کرده و برحسب اندازه از هم جدا می

نانومتری ایجیاد   300الی  100ای از منافذ با قطر  شود. این پدیده شبکه  های مارپیچ دوتایی تبدیل می نامنظم به شکل مولکول

ها  ، سرعت حرکت آنی این منافذ به عوامل مختلفی بستگی دارد. با توجه به وزن مولکولی قطعات تکثیر شده کند که انداره می

درصد را با 2وچکتر سرعت بیشتر و قطعات برزگتر سرعت کمتری دارند. بدین منظور باید ژل آگارز نیز متفاوت است. قطعات ک

 تکثیرشده درست کنیم. PCRتوجه به طول محصول 

 1 را حل کرده و پس از گرم کیردن آن بیه میدت   TAE1 X بافرml 100گرم آگارز را در مقدار 2به این ترتیب که ابتدا مقدار 

اییم   ای که شانه را روییش قیرار داده   trayکنیم تا سرد شود سپس محلول را به آرامی داخل  و، کمی صبر میدقیقه در ماکرووی

، بیرداریم  trayبه آرامی شانه را از روی  توانیم باشد، حال می دقیقه ژل سرد شده و قابل استفاده می 30گذاریم بعد از حدود  می

های اول تا سوم بیه مقیدار    به ترتیب چاهک Gel Red و Loading dieهای  و بعد در چاهک اول، دوم، سوم از مخلوط رنگ

3lµ،3lµ،2lµ 2ریزیم وسپس در چاهک اول  میlµ  ازDNA Ladder  و در چاهک دوم همlµ 15 از محصولReal time 

PCR ریزیم و در چاهک سوم هم  را میlµ 15 ازNTC ریزیم. می 

کنیم ورشته های مورد نظر بر حسب اندازه و بارالکتریکی در طول ژل  ولت وصل می 120سپس دستگاه را به جریان الکتریکی 

Gel Docساعت ژل را از دستگاه خارج کرده و با دستگاه  1.5الی  1کنند و بعد از حدود  حرکت می
TM    باندها مشیاهده شیده

 گردد. برداری انجام می وعکس

شیامل ژن میوردنظر میا     Real time PCRی حاصل از ی مورد نظر در محل اصلی خود تشکیل باند دهد نمونه چنانچه قطعه

 باشد و سنتز به درستی انجام شده است. می

 TAE1Xبافر

تحت تأثیر قدرت یونی بافر است. اگر قدرت یونی بافر خیلی زیاد باشد مقادیر قابل توجهی گرما  PCRحرکت محصولات 

 شود. PCRشود و ممکن است باعث دناتوره کردن محصولات  تولید می

 کند خواهد بود. PCRاگر قدرت یونی بافر کم باشد، هدایت الکتریکی حداقل و مهاجرت محصولات 

Gel Red 
آمیزی این ماده به این صورت است  ی رنگ شود. نحوه های زیستی در ژل آگارز الکتروفورز استفاده می برای رنگ آمیزی مولکول

 UVشود، درنتیجه در مقابل نور  نفوذ کرده و به آن متصل می DNAلای مولکول  که در لابه

 قابل رویت خواهند بود. DNAهای  رشته
Ladder 

شوند، انواع مختلفی از این مارکرها وجود  با طول مشخص است که به ترتیب معینی از هم دور می DNAهای   شامل مولکول

 ما Ladderشوند. در این مطالعه سایز  ی مورد نظر انتخاب می دارند که با توجه به طول قطعه

 باشد. بازی می  جفت 50

 Loading dye بافر

 باشد. شامل رنگ گزیلن سیانول و رنگ برومواتیلن بلو و آب و گلیسرول می Loading dyeبافر بارگذاری 

 کردن محصولات Loadاز این ماده در هنگام 
57

PCR که دانسیته محصولات  شود شود. بافر بارگذاری باعث می استفاده می

PCR  هنگامLoad  شدن افزایش یابد وکامل درون چاهک قرار گیرند. در هنگام برقراری جریان چون دو رنگ ذکر شده

شود. گلیسرول باعث  ی حرکتی مشخص می کنند و در نتیجه محدوده اختلاف وزن دارند با دوسرعت متفاوت حرکت می

 شود. ها نیز می مقاومت به گرما در نمونه

                                            
57

 Polymerase chain reaction 
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 DYRK1Bبیان ژن  نتایج کمی حاصل از

نسبت به  Sertoli cell only syndromeدر گروه  DYRK1Bنشان داد که بیان ژن  Real-time PCRنتایج حاصل از 

 .(P=0.01دارد )داری  کاهش معنی Hypospermatogenesisگروه 

 سه گروه موردمطالعه one way ANOVAآزمون  -10جدول

ANOVA 
gene 

 
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig. 

Between 
Groups 

.998 2 .499 5.231 .061 

Within Groups 2.099 22 .095   

Total 3.098 24    

 

 بین گروهای موردمطالعه one way ANOVAآزمون -11جدول

Multiple Comparisons 

Dependent Variable: gene 

Tukey HSD 

(I) groups (J) groups 
Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

hypospermatogesis maturation arrest .29164 .16661 .210 .1269 .7102 

sertoli cell only .55058
*
 .17230 .011 .1178 .9834 

maturation arrest hypospermatogesis .29164 .16661 .210 .7102 .1269 

sertoli cell only .25894 .13884 .173 .0898 .6077 

sertoli cell only hypospermatogesis .55058
*
 .17230 .011 .9834 .1178 

maturation arrest .25894 .13884 .173 .6077 .0898 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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 DYRK1B Real time PCR نمودار مربوط به محصول-1شکل

 
 مورد مطالعه در سه گروه DYRK1Bژن انیب لیپروفا-2نمودار

 گیری بحث و نتیجه

درصد از این زوجین به دنبال درمان پزشکی  15یابند،  نمیدرصداز زوجین در عرض یک سال به بارداری دست  25حدود 

ها مربوط به  درصد از ناباروری 50 تقریباً .(40)مانند درصد از آنان بدون فرزند باقی می 5ناباروری هستند ودر نهایت کمتر از 

تواند  نابارور هر دو عامل مردانه و زنانه وجود دارد.کاهش قدرت باروری در مردان می های مردان است. در بسیاری از زوج

ی بیضه،  تناسلی باشد. عفونت غدد جانبی، افزایش دمای کیسه-ادراری  ی ناهنجاری مادرزادی و یا اکتسابی در دستگاه نتیجه

تواند از جمله این عوامل  وط به سیستم ایمنی میهای ژنتیکی و عوامل مرب ریز،ناهنجاری واریکوسل، اختلالات غدد درون

ها تنها مربوط به تجزیه و تحلیل مایع منی است و هیچ گونه سابقه یا ناهنجاری در  موارد ناهنجاری 60تا 40در .(41)باشد

های رایچ  درصد مردان نابارور با فنوتیپ 30. (41)یکی و تست آزمایشگاهی غدد درون ریز وجود نداردی فیز معاینه

نارسایی اسپرماتوژنتیک همچنان مبهم  اُلیگواسپرمی یا آزواسپرمی دارای منشأ ژنتیکی هستند،اما از نظر چگونگی پیدایش

 .(42)است

 .اسپرماتوژنز وجود داردمتعددی برای پیشرفت مراحل  cell signalingدر فرایند تولید اسپرم سالم در بافت بیضه مسیرهای

 : با توجه به مطالعات صورت گرفته دریافتیم که 

های مختلف عمل  در سلول Hhی مثبت و منفی مسیر  کننده تنظیم عنوان بهتواند  می DYRK1Bکیناز   پروتئینالف( 

 .(35)کند

 spermatogonial stemتمیایز به صورت مستقیم و غیر مستقیم تکثیر و Hedgehog(Hh)در پستانداران،مسیر ب(

cell (43)کند  ها را تنظیم می 

0

0.5

1

1.5

Hypospermatogenesis Maturation arrest Sertoli cell only

R
el

a
ti

v
e 

ex
p

re
ss

si
o

n
 o

f 

D
Y

R
K

1
B

 g
en

e(
2
^

-

Δ
Δ

C
T

) 

comparative expression of DYRK1B gene 

+ 



 مطالعات علوم زیستی و زیست فناوری

 272-291صفحات ، 1404 بهار، 1، شماره 11ه دور

222 
 

شییود و در  هییای اسییکلتی و بافییت بیضییه بیییان مییی            بییه میییزان نسییبتاً بییالایی در بافییت ماهیچییه   DYRK1Bپ ( ژن

شییود و نقییش کلیییدی در تکثیییر، تمییایز و بقییای سییلول هماننیید     هییای دیگییر بییه میییزان بسیییار کمییی بیییان مییی  بافییت

 .(4کند ) ی سلولی ایفا می های چرخه کننده تنظیم

که  DYRK1Aو همکاران وی انجام شد مشاهده شد که به جز  F.Sacherتوسط  2006ای که در سال  ت ( در مطالعه

 ،DYRK1B،DYRK2کیناز که شامل های این پروتئین ی همولوگ داد، همه نشان نمی testisبیان قابل توجهی را در 

DYRK3،DYRK4 هستند الگوی بیان بالایی را درgerm cell که  دادند. همچنین مشاهده شد ها نشان میDYRK1B 

 .(34)شود اسپرماتید بیان می 16ی  در اواخر پاکیتن تا مرحله

ها تاثیر    در بیضه DYRK1Bهای   یکی از نقشچهار مطلب شاید بتوان این نتیجه را گرفت که احتمالا با در نظر گرفتن این

 هاست. spermatogonial stem cellو به دنبال آن تاثیر بر تکثیر و تمایز  Hhبر مسیر 

 توان مطرح کرد: نیز می همچنین با توجه به مطالعات صورت گرفته فرضیات زیر را 

و  cdk1ی  ی اسکلتی در حال تمایز با افزایش پایداری مهارکننده های ماهیچه در سلول DYRK1Bطور که  الف( همان

cdk2  یعنیP27kip1 ی سلولی در فاز  باعث حفظ چرخهG0 کیناز در  (، شاید بتوان گفت که این پروتئین20شود ) می

شود و مانع از تقسیم میتوزاین  می G0 ی سلولی در فاز های بنیادی اسپرماتوگونیال در حال تمایز نیز باعث حفظ چرخه سلول

 شود. های در حال تمایز می سلول

شود که آن هم در  می P21cip1ی اسکلتی باعث فسفریلاسیون   های ماهیچه در سلولDYRK1B ب( از طرف دیگر

شود  ایند تمایز میها درطول فر کند و باعث کاهش میزان آپوپتوز سلول را متوقف می 3ها فعالیت کاسپاز سیتوپلاسم این سلول

های بنیادی اسپرماتوگونیال نیز باعث کاهش فرایند  در سلول DYRK1B(، شاید بتوان این نکته را مطرح کرد که 26)

 شود. ها در طول جریان اسپرماتوژنز می آپوپتوز این سلول

های  ای اسکلتی در حال تمایز مشاهده شد در سلول های ماهیچه مانند آنچه که در سلول DYRK1Bرود که  پ( احتمال می

ها و  بنیادی اسپرماتوگونیال درحال تمایز نیز باعث فسفریلاسیون هیستون داستیلازهای کلاس دو و غیرفعال شدن این آنزیم

 نیاز شود.   در نهایت فعال شدن برخی از فاکتورهای رونویسی مورد

 گروه سه در را DYRK1B ژن بیان میزان Real- time PCR تکنیک از استفاده با مطالعه نای در

Hypospermatogenesis,Sertoli cell only syndrome وCompelet maturation arrest 

 بررسی گردید.

از بانک بیضه بخش آندرولوژی پژوهشگاه رویان  ی سه گروه مردان نابارور مراجعه کننده به رویان دراین راستا ابتدا بافت بیضه

انجام  cDNAی بعد سنتز ، صورت گرفت و در مرحلهشده ها به روش گفته از این بافت RNAگرفته شد، سپس استخراج 

 هر نمونه ارزیابی بیان این ژن صورت گرفت. cDNAبر روی  Real-time PCRسپس از طریق تکنیک  گرفت،

  نتایج حاصل ازReal-time PCR : نشان داد که 

SC) در گروه DYRK1B( میزان بیان 1
58

MA)نسبت به گروه (
59

ای دارد، همچنین میزان بیان این  کاهش قابل ملاحظه (

Hypo) نسبت به گروه(MA) ژن در گروه
60

 به میزان قابل توجهی کاهش یافته است.(

 

 .(Pvalue = 0.01دارد )داری  کاهش معنی(Hypo)نسبت به گروه (SC) در گروه DYRK1Bاما میزان بیان ژن  

 توان گفت : آمده می  باتوجه به نتایج به دست 

)کنترل منفی( نسبت به دو گروه دیگر شاید به این دلیل  sertoli cell only syndromeدرگروه DYRK1Bکاهش بیان 

 ها هستند. spermatogonial stem cell  باشد این گروه فاقد

                                            
58 sertoli cell only syndrome 
59 Complete maturation arrest spermatogenesis 
60 hypospermatogenesis 
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)کنترل مثبت( احتمالا  hypospermatogenesisنسبت به گروه  maturation arrest روهدر گ DYRK1Bکاهش بیان

 نیز ادامه نیافته است. به دلیل توقف اسپرماتوژنز است و به همین دلیل بیان این ژن

 پیشنهادات

 شود: های انجام شده پیشنهاد می با توجه به نتایج به دست آمده و بررسی

 در بافت بیضه افراد گروه نابارور از تکنیک ایمونوهیستوشیمی استفاده شود. DYRK1Bبرای بررسی حضور پروتئین  -1

ی مصنوعی پروتئین  ای روند و میزان اسپرماتوژنز در یک مرد بارور در صورت مصرف مهارکننده بررسی مقایسه-2

DYRK1B .انجام شود 

ی سلولی و همچنین روند اسپرماتوژنز  بنیادی اسپرماتوگونیال، تاثیر بر چرخه های در سلول DYRK1Bبا ناک دان کردن 

 بررسی شود. in vitroدر
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