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 چکیده
ها می شوند. اسپرم جایگزین هیستون DNAهای متصل شونده به ها به عنوان پروتئینانسان، پروتامین اسپرماتوژنزدر 

 ها های کد کننده پروتامینها ضروری است. آسیب در ژنها با پروتامینبرای تمایز و بلوغ اسپرم جایگزینی هیستون

و عدم تشکیل اسپرم کامل شده و در نتیجه سبب ناباروری مردان گردد. در این  اسپرماتوژنزتواند منجر به تخریب می

ها و ارتباط آن با ایجاد ناباروری های خانواده پروتامیناز ژن TNP2تحقیق به بررسی حضور چهار پلی مورفیسم در ژن 

  ،T1019G،  G1272Cمورفیسم یرانی پرداخته شده است. حضور چهار پلیادیوپاتیک در مردان ازواسپرمی و الیگواسپرمی ا

G deletion at 1036 and 1046 در ژنTNP2 پس از استخراج ،DNA  مرد ازواسپرم و اولیگو اسپرم با  96از نمونه خون

بررسی شد و سپس با روش  PCR-SSCPو  PCR-RFLPنفر گروه کنترل با روش  100ناباروری ادیوپاتیک و 

Sequencing .فراوانی ژنوتایپ  نتایج تایید شدCC مورفیسم از پلیG1272C  بین گروه بیمار و کنترل تفاوت نشان داد

(. P>0/05مورفیسم در مقایسه گروه بیمار با کنترل مشاهده نشد )دار بین حضور این پلیولی با آنالیز آماری اختلاف معنی

در هیچ یک از گروه بیمار و کنترل مشاهده نشد. G deletion at 1036 and 1046 و  T1019Gهای همچنین پلی مورفیسم

مورفیسم بررسی مقایسه نتایج این تحقیق با مطالعات انجام شده در این زمینه نشان داد که بین حضور این چهار پلی

 .داری وجود نداردنی ارتباط معنیشده در ایجاد ازواسپرمی و اولیگواسپرمی با ناباروری ادیوپاتیک در جمعیت مردان ایرا
 

 PCR-RFLP ،PCR-SSCP، ناباروری مردان، TNP2ژن  پلی مورفیسم، :ها کلیدواژه

 
 

 قدمهم

ناباروري از ديدگاه كلينيكي به مفهوم ناتواني در 

ماه آميزش طبيعي بدون استفاده از  12بارداري بعد از 

باشد. تقريبا از  وسائل جلوگيري كننده از بارداري مي

هر شش زوج يک زوج به اين مشكل دچار هستند كه 

درصد از موارد به دليل ناباروري در  50در حدود 

دهد كه نيمي از  برآوردها نشان مي. [3] است 1مردان

موارد ناباروري به طور كامل و يا تا حدود زيادي به 

است كه باعث در اسپرم دليل ناهنجاري و اختلال 

                                                           
1 Male infertility 
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ترين  شود ناباروري مردان به عنوان يكي از شايع مي

 . [3]علل ناباروري در نظر گرفته شود 

Y (SRY)تعيين جنسيت در كرموزوم  ناحيه
در  1

قرار دارد، در حاليكه  (Yp)بازوي كوتاه اين كروموزوم 

هاي كنترل كننده اسپرماتوژنز در قسمت مياني  ژن

روزه  70قرار دارند. چرخه  (Yq)بازوي بلند 

هاي  هاي سرتولي در تبول اسپرماتوژنز بوسيله سلول

هاي سرتولي،  در ميان سلول .شود تغذيه مي 2اسپرم بر

هاي اسپرماتوگني قرار دارند كه طي تقسيم ميتوز  سلول

ها و سپس طي تقسيم ميوز به  به اسپرماتوسيت

شوند.  اسپرماتيدهاي گرد هاپلوئيد تبديل مي

اسپرماتيدهاي گرد، طويل شده و سپس به 

تبديل شده و تمايز پيدا  اسپرماتوزوآي داراي فلاژل

روزه  2-14ک دوره كند. اسپرماتوزوآ در طي ي مي

ضمن عبور از اپيديديم، محلي كه در آن پتانسيل 

شود.  كند، بطور كامل بالغ مي بارورسازي را پيدا مي

كنترل هورموني بر فرآيند اسپرماتوژنز بوسيله 

هيپوتالاموس و غده هيپوفيز و از طريق آزادسازي 

FSHدنبال آن آزادسازي و به GnRHهورمون 
LHو  3

4
 

شود. به علاوه ميزان محلي تستوسترون  ميهماهنگ 

شود،  هاي لايديگ توليد و ترشح مي كه بوسيله سلول

 . [3]ت برابر بيشتر از ميزان آن در سرم اس 100

باشد كه تحت  اسپرماتوژنز يک فرآيند پيچيده مي

هاي مولكولي  هاي زيادي قرار دارد و مكانيسم تاثير ژن

هاي  . بنا بر تخمين[11] باشند ال مطالعه ميدخيل در ح

ژن اين فرآيند را كنترل  2000موجود در حدود 

توزوم آهاي  نمايند كه بيشتر آنها بر روي كروموزوم مي

 yژن نيز روي كرموزوم  30قرار دارند و در حدود 

                                                           
1 Sex reversal on Y 
2 Seminiferous tubules 
3 Follicle-stimulating hormone 
4 Lutenizing hormone 

توزومي با تنظيم آهاي  اند. در حاليكه ژن واقع شده

هاي بدن نيز ارتباط  ولفرآيندهاي متابوليک در ساير سل

توان  ين عوامل ناباروري مياز مهمتر. [2و  11]دارند 

به اختلال در تعداد، حركت و مورفولوژي اسپرم و 

اختلالات ساختماني، عدم تعادل هورموني و عوامل 

ايجاد ناباروري مردان دخالت دارند،  ژنتيكي كه در

عوامل ژنتيكي موثر در . [24و  21و  11 [اشاره نمود 

اند  ناباروري مردان كه تا به امروز مشخص شده

، تک ژني هايبيماريعبارتند از: اختلالات كرموزومي، 

 . [24و  17و  11] و اندوكريناختلال در ميوز 

% از مردان 25علي رغم تمام عوامل ذكر شده، 

نابارور داراي آناليز اسپرم غير طبيعي هستند كه هيچ 

. اين ]11و  4]اتيولوژي براي آنها شناسايي نشده است 

نامند، كه  ناباروري اديوپاتيک مردان مي حالت را بنام

 18و  17[شوند  با دلايل ژنتيكي متعددي مشخص مي

% از اين بيماران دامنه 39. پارامترهاي اسپرم در ]19و 

% از 2دهد و در حدود  وسيعي از اختلالات را نشان مي

شود.  بيماران يک اوليگواسپرمي اديوپاتيک عنوان مي

% ازبيماران 24اسپرم در نقايص در حركت و فعاليت 

% از بيماران اختلالات ساختماني 10وجود دارد و در 

شود. تاريخچه پزشكي و معاينه  اسپرم مشاهده مي

فيزيكي و آزمايشات هورموني در بيماران معمولا 

نرمال است و گاهي فقط افزايش خفيف هورمون 

FSH شود كه دليل اختلال در اسپرماتوژنز  مشاهده مي

اديو پاتيک، ترين عوامل  از شايع. [11و  4]باشد  نمي

اختلالات در هسته سلول اسپرم و تغيير ساختمان 

DNA [23و  16]باشد  آن مي . 

 ها ها، هيستون در اسپرماتيدهاي تمام گونه

ها هاي كروموزومال اصلي هستند. هيستونپروتئين

ها هستند  در يوكاريوت DNAداراي توده كلي برابر با 

 .H1, H2a, H2b, H3, H4و پنج نوع اصلي دارند: 
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علاوه بر اين پنج هيستون سوماتيک، بعضي از 

اي نيز  پستانداران داراي هيستون مخصوص بيضه

. [16و  11]( Testis specific Histonesهستند )

ها در ها به عنوان جايگزين هيستونهمچنين پروتامين

نمايند و  مينقش  يايفامراحل تكوين هسته اسپرم 

روي بازوي بلند  هاي ژنكه نشان داده شده است 

جانشيني  فرآينداين نقشي اساسي در  16كروموزوم 

 ها آنمورفيسم و جهش در وجود برخي پلي دارند و

 9و  5]ارتباط داشته باشد ناباروري مردان  تواند بامي

اي به  مولتي ژني در ناحيه واقع لوكوس. در [20و 

درروند  16كيلو باز روي كروموزوم  28طول 

ي و اوليگواسپرمي در آزواسپرمبا ايجاد  اسپرماتوژنز

مهمترين نقش . [20و  9و  5]مردان دخالت دارد 

ها در هسته سر  ها متراكم نمودن كروماتينتامينروپ

ها عامل  باشد كه اين افزايش تراكم كروماتين اسپرم مي

.  اين ژن ها [20و  15و  6]گردد  ناباروري مردان مي

كيلو باز روي بازوي بلند  28ايي به طول در ناحيه

بصورت يک لوكوس مولتي ژنيک كه به 16كروموزوم 

شوند، قرار گرفتند.  صورت هماهنگ و متوالي بيان مي

ها( هاي اختصاصي اسپرم )پروتامينها پروتئيناين ژن

 ترين و  ها از اصلينمايند. پروتامين را توليد مي

هاي هسته اسپرم هستند كه بين ترين پروتئينكوچک

و  9 [باشند  هاي مختلف داراي ساختمان ثابت مي گونه

هاي آرژنين  ها غني ازاسيد آمينه. اين پروتئين]22و  12

و  DNAو سيستئين هستند، كه براي تشكيل باندهاي 

 هاي دي سولفيدي در هسته اسپرم مورد نيازند. پل

 ها پروتئين PRMها، اول از پروتامين كلاس

هاي پروتامين باشند و كلاس دوم از پروتئينمي

 TP (Transition proteins) يا گذرا هايپروتئين اصطلاحا

گردند. در ها مينام دارند كه كاملا جانشين هيستون

وجود  TP1, TP2پستانداران دو نوع اصلي دارند: 

يل تشك DNAها با . اين پروتئين[16و  15و  6]دارند 

ها و هسته  دهند و بايد ابتدا نوكلئوزوم نوكلئوزوم نمي

هيستون از حالت تركيب بيرون آيند. در اسپرماتيد 

هاي پروتامين، جايگزين متراكم و بالغ، پروتئين

ژنومي همراه  DNAهاي گذرا شده و با پروتئين

كه بسيار متراكم و  DNAشوند. تركيب پروتامين و  مي

باشند، بوسيله باندهاي دي سولفيدي بين  ثابت مي

و  15و  6و  5]كند  ها ثبات بيشتري پيدا مي پروتامين

هاي  . اين ساختمان بسيار متراكم و داراي زنجيره[16

هاي خارجي كه  جانبي نسبت به بسياري از آسيب

شوند،  در حال ميتوز مي DNAهاي  باعث نابودي بسته

نفوذ ناپذير است. بدين ترتيب هسته اسپرم در برابر 

، DNaseاولتراسوند، هضم تريپسين، هضم آنزيمي 

مان با داروهاي خاص كه باعث حل مواد شوينده و در

شوند، مقاوم شده و ثبوت خود  شدن اجزاي سلولي مي

ژنومي به ميزان زيادي در  DNAكند.  را حفظ مي

 اسپرم بالغ فشرده شده است و اين درهم رفتن و 

به كمک ماتريكس هسته و  DNAبندي بسته

. علاوه بر اين [16و  11]گيرد  ها انجام مي پروتامين

با شكاف  DNA، يک رشته DNA-كمپلكس پروتامين

يابد، بطوريكه  تر به رشته مجاور اتصال ميبزرگ

درون هسته اسپرم به صورت رديف  DNAهاي  رشته

شوند. بر همين  بندي ميخطي و پهلو به پهلو بسته

هاي كووالان دي  اساس كروماتين به وسيله باند

 DNAهاي  سولفيدي هم در درون و هم در بين رشته

شود. مسئله اساسي بروز فعال ژن  محكم و ثابت مي

هسته اسپرم  DNAهنگام در هم رفتن و فشرده شدن 

است. تغييرات مورفولوژيک درطي اسپرميوژنز و 

اي كروموزومال،  هاي پايهتغييرات در پروتئين

ايي هستند كه شامل بروز صدها ژن هاي پيچيده پروسه

شوند. هم در نسخه برداري  هاي گوناگون مي در زمان
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و هم در ترجمه درون اسپرم عمل كنترل ژني وجود 

هاي پروتامين، بلافاصله پس  دارد، در مورد تمامي ژن

شوند. همچنين يک هفته بعد  برداري مياز ميوز نسخه

ژنومي ترجمه  DNAنيز هنگام تجمع بصورت 

و يا نسخه  DNAشوند. از آنجا كه همانند سازي  مي

در اسپرماتيدهاي بالغ و متراكم صورت  RNAبرداري 

گيرد اين اعمال بايد در مراحل اوليه اسپرميوژنز  نمي

ها كه در مراحل هاي پروتامين براي توليد پروتئين

مورد نياز هستند، انجام  DNAبندي بعدي براي بسته

. با شواهدي كه از مطالعات روي [16 , 14 , 7]گيرد 

ها بدست آمده است، اين موضوع هاي پروتامين ژن

مطرح شده كه اگر ترتيب و رديف موقتي از ترجمه 

هسته و  هاي غير طبيعيپروتامين تغيير يابد، شكل

 . ]23 [تواند القا شود  حتي توقف كامل اسپرماتوژنز مي

مواردي وجود  بنابر گزارشات متعدد در

ها سبب مورفيسم يا جهش خاص در اين ژن پلي

شود، كه در اين تحقيق براي اولين  ناباروري مردان مي

شامل  TNP2مورفيسم در ژن  بار ارتباط چهار پلي

T1019G ،G1272C، G deletion at 1036 and 1046 

با ناباروري مردان ايراني بررسي شده است. در اين ژن 

با استفاده از  G1272Cو  T1019Gمورفيسم  دو پلي

 PCR- RFLP (Restriction Fragmentروش 

Length Polymorphismهايمورفيسم ( و پلي 

G deletion nt 1036 and 1046 با روش 

PCR- SSCP (Single Strand Conformation 

Polymorphism .مورد بررسي قرار گرفتند ) 

هاي بررسي وجود يكي از راه RFLPروش 

استفاده از  با اي،هاي نقطه ها و جهش مورفيسم پلي

باشد. تغيير يک نوكلئوتيد  هاي محدودالاثر مي آنزيم

تواند جايگاه اثري براي يک آنزيم بوجود آورد و  مي

تر از قطعه ژن مورد نظر در  سبب ايجاد قطعات كوچک

داراي آن تغيير گردد. در موارد ديگر  DNAنمونه 

و  تواند جايگاه اثري براي يک آنزيم را از بين ببرد مي

شود آن آنزيم قادر به برش دادن توالي ژن مورد  سبب

نظر در محل داراي تغيير نوكلئوتيدي مورد بررسي 

ايي كه -DNAنباشد. در هر دو حالت فوق، نمونه 

داراي تغيير نوكلئوتيدي است اگر تحت اثر آنزيم 

محدودالاثر ويژه قرار گيرد در مقايسه با ساير 

 دهد نشان ميهاي معمول الگوي برش متفاوتي  نمونه

]10[ . 

 ديگري براي تشخيص  تكنيک SSCPتكنيک 

هاي نوكلئوتيدي است ها خصوصا حذفپلي مورفيسم

قادر به تشخيص تغيير، حتي در يک عدد باز  و

قادر به اتصال  DNAتک رشته . در اين روش باشد مي

با خودش بوده كه منجر به تشكيل يک شكل فضائي 

ان سوم يک قطعه گردد. ساختم )ساختمان سوم( مي

DNA  تک رشته بستگي به توالي بازي قطعه مورد نظر

دارد و وقوع جهش در يک قطعه مشخص معمولاً 

تک رشته واجد  DNA 1منجر به تغيير شكل فضايي

تک رشته وحشي يا نرمال  DNAجهش نسبت به 

 در پايان براي تاييد نتايج حاصل  .]13[گردد  مي

تعيين توالي و  Sequencingهايي با روش نمونه

 بررسي شدند.
 

 هامواد و روش

گروه بيمار از بين مردان ناباروري  :گيري نمونه -1

، نابارور اديوپاتيک دلايل علل ناشناخته ژنتيكيكه به 

نفر انتخاب شدند. اين  96ه بودند، تشخيص داده شد

نفر  77مردان دو زير گروه، آزواسپرم كه فاقد اسپرم و 

 پنج ميليونكمتر از  اوليگو اسپرم كه دارايبودند و 

نفر بودند، را شامل  19و  ليترسلول اسپرم در ميلي
                                                           
1 Conformation 
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سال قرار  45-30در گروه سني مردان  اينشدند.  مي

الم بارور س مردان نفراز 100داشتند. گروه كنترل شامل 

و از نظر پارا  بود، كه درگروه سني مشابه قرار داشتند

ساختماني و نتايج كاريو تايپينگ مترهاي فيزيولوژي و 

داراي حالت نرمال بودند و داراي حداقل يک فرزند 

ميلي ليتر خون  5از كليه افراد گيري، بودند. براي نمونه

ميكروليتر محلول  500هاي حاوي محيطي در فالكون

و  PH=8 بار ميلي مولا EDTA (20آنتي كوالانت 

ليتر خون ميكروليتر به ازاء هر يک ميلي100ميزان 

تا زمان استخراج خون هاي  نمونهگرفته شد. محيطي( 

DNA هاي سفيد خون در دماي از هسته گلبول

C˚20- .نگهداري شدند 
 

ژنوميک  DNAبراي استخراج  :DNAاستخراج  -2

انجام گرفت و  DNAاز خون، روش استخراج نمكي 

بافر ليز كننده  زير استفاده شد.هاي مواد و محلولاز

 سديم دو دسيل سولفات - Pبافر  -هاي قرمز  گلبول

(SDS )10 پروتئيناز  -درصدK  باغلظتmg/ml 20- 

اتانل  -%100اتانل  -مولار 6( Naclكلريد سديم )

 .TEبافر  -70%
 

 :هاي مورد مطالعهمورفيسم براي پلي PCRانجام  -3

هاي مورفيسمبراي هرتكثير هريک از پلي PCRواكنش 

T1019G، G1272CوG deletion at 1036 and 1046 

-مشخصات ژن و پليگرفت.  انجام  TNP2در ژن 

آمده است.  1هاي مورد مطالعه در جدول مورفيسم 

و مشخصات  PCRهمچنين مواد مورد نياز براي 

براي تكثير  PCRها و برنامه دستگاه  پرايمر

و  3 و 2هاي مذكور به ترتيب در جداول مورفيسم پلي

 آورده شده است. 4

 :ژل آگارز استفاده از با PCR محصول الکتروفورز -5

، جهت اطمينان از انجام PCRبعد از انجام واكنش 

محصول حاصل از اين واكنش  PCRصحيح واكنش 

% الكتروفورز شد. در صورت 5/1روي ژل آگارز 

روي  bp 473 مشاهده تشكيل باند اختصاصي با طول

ژل اگاروز از تكثير قطعه مورد نظر اطمينان حاصل 

گردد. در اين حالت ادامه مراحل كار براي انجام  مي

تعيين  و SSCPو  RFLPهاي هضم آنزيمي واكنش

  باشد. پذير مي امكان Sequencing توالي يا 
 

 ها:مورفيسمبراي تشخيص پلي RFLPانجام روش -5

 براي بررسي حضور دو ، PCRپس از انجام 

از  TNP2در ژن  G1272Cو  T1019Gمورفيسم پلي

و با استفاده از هضم آنزيمي محصول  RFLPروش 

PCR  هاي محدودالاثر انجام گرفت. روش كار آنزيم با

 RFLPهاي مورد استفاده براي انجام  مواد و محلولو 

براي انجام برش آنزيمي يک ميكرو ليتر عبارت بود از: 

 2/0و  X 10 را با يک ميكروليتر بافر PCRاز محصول 

آن  1/0يونيت بر ميكروليتر كه هر  10 ميكروليتر آنزيم

و حجم كلي را  شدمخلوط ميكروليتر است،  1معادل 

ميكروليتر رسانده  10با كمک آب ديونيزه به حجم 

ساعت در دماي  2-16ها را به مدت  . سپس نمونهشد

°C37 هاي براي آنزيمEar I وHind III  كه دماي بهينه

. پس از اثر دادن آنزيم شدقرار داده  ها بود، آن آنزيم

ها روي ژل آگاروز  نتايج با الكتروفورز نمودن نمونه

و مشاهده تعداد و طول باندهاي تشكيل شده  % 5/1

هاي برش دهنده د. مشخصات آنزيمگرديمشخص 

 هايمورفيسم پلي PCRبراي هضم آنزيمي محصول 

آورده شده  5مورد مطالعه در اين تحقيق در جدول 

 است.
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 هاي مورد مطالعه مورفيسم مشخصات پلي -1جدول 

 مورفيسم محل پلي SNPنام  محل ژن ژن ID نام ژن

TNP2 7142 Ch 16p13. 13 
T1019G 
G1272C 

G deletion in 1036 and 1046 

Rs 2857758 
Rs 8043625 

L03378 
 

 PCRمواد مورد نياز براي واکنش  -2جدول 

 حجم مواد مورد نياز

 ميكروليتر 19 آب مقطر دونيزه

 ميكروليتر PCR 5/2بافر 
Mgcl2 1 ميكروليتر 
dNTP 5/0 ميكروليتر 

 ميكروليتر 5/0 راست و چپهاي  هر يک از پرايمر

DNA ميكروليتر 1-2/1 ژنومي نمونه مورد نظر 

 ميكروليتر 2/0 پليمراز Taqآنزيم 

 ميكرو ليتر 25 حجم نهايي

 

 در اين مطالعه PCRمورد استفاده در انجام مشخصات پرايمرهاي  -3جدول 

 نام ژن توالي پرايمرها منابع مورد استفاده

 F- gtggttggtggatgaattggttag بدست آمد. SNP cutter*با استفاده از برنامه 
R- ttctcctttgggtgaaacacgcag 

 
TNP2 
 

 

 مورفيسم هاي مورد مطالعه پلي براي تکثير PCRبرنامه  -4جدول

 نام ژن
 دناتوره شدن

 زمان -دما 

 اتصال آغازگر

 زمان -دما 

 DNAسنتز 

 زمان -دما 

 تعداد سيکل

PCR 

 طول قطعه تکثير شده
bp 

TNP2 °C94-1دقيقه °C57-1دقيقه °C72-1473 32 دقيقه 

 دقيقه 5و  C94°مورفيسم تكثير داده شده بترتيب  *با اين توضيح كه زمان و دماي دناتوره شدن اوليه براي دو پلي

 باشد. دقيقه مي 5و  C72°مورفيسم تكثير داده شده بترتيب  براي دو پلي DNAو زمان و دماي سنتز 

 مورفيسم هاي مورد مطالعه. جهت تعيين پلي RFLPبدنبال استفاده از روش  PCRقطعات ناشي از هضم آنزيمي محصولات  -5 جدول

 طول قطعات حاصل بعد از برش PCRطول  برش اللي سايت برش آنزيم مورفيسم پلي ژن

TNP2 T 1019 G Ear I C/TCTTC 120و  353و  473 473 الل جهش يافته 

TNP2 G 1272 C Hind III AA/GCTT 94و  279و  473 473 الل جهش يافته 
 

 :هامورفيسمبراي تشخيص پلي SSCPانجام روش -6

بررسي حضور دو پلي مورفيسم ، PCRپس از انجام 

توالي  1046و  1036در موقعيت  Gحذف نوكلئوتيد 

انجام گرفت. در  SSCP، از روش TNP2نوكلئوتيدي ژن 

اين تكنيک روش كار و مواد مورد استفاده عبارت 

محلول آكريل آميد جهت الكتروفورز ابتدا  بودند از:

 bpبا طول قطعه بيش از  TNP2ژن  PCRمحصولات 

براي . شداكريلاميد استفاده  %8با  SSCPاز ژل  200

بافر ، بيس اكريلاميد -ژل محلول اكريلاميد اين تهيه 

TBE 5X ،آب دو بار تقطير، APS 10%  وTEMED 
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سريعا  SSCPمحلول ژل به كار برده شد. پس از تهيه 

به ساعت  1-2. ژل در فاصله دو شيشه ريخته شد

هاي محصول متصل شد و سپس نمونه 100-200ولتاژ 

PCR  كه با بافر مخصوصSSCP بارگيري شده بودند 

گراد درجه سانتي 95دقيقه در دماي  10به مدت و 

پس از  شده وبر روي يخ منتقل داده شده بودند قرار 

داده ال نتقاهاي ژل ا ها به چاهک دقيقه نمونه 5گذشت 

گراد با ولتاژ  درجه سانتي 4ژل در دماي شدند. ابتدا 

و سپس  شدساعت الكتروفورز  1-2مدت  ولت به 170

ند. بعد از اتمام ديک شب الكتروفورز ش 60با ولتاژ 

اكريل اميد با روش نيترات نقره ژل الكتروفورز 

 آميزي شد.  رنگ
 

 براي آناليز نتايج تحقيق از : مطالعات آماري -7

دار براي آزمون معنياستفاده شد و  SSPCافزار نرم

شناسايي  تواند معياري براي كه آيا تغيير مي بودن اين

بيمار از سالم باشد از مجذور خي  .استفاده شد 2
 

 نتايج

داراي  گروه بيمار مردان نابارور :گروه بيماران -1

اين شدند.  را شامل مينقص در روند اسپرماتوژنزيز 

افراد توسط پزشک متخصص اورولوژي مورد بررسي 

قرار گرفتند. با انجام يک سري آزمايشات اندرولوژي 

روي بيماران شامل بررسي تاريخچه پزشكي، معاينات 

فيزيكي، آناليز مايع سيمن، آناليز هورموني براي ميزان 

LH, FSH بررسي كاريوتايپ بيماران و در برخي ،

مردان از بين . موارد بيوپسي بيضه صورت گرفت

ناباروري كه براي درمان مراجعه كرده بودند و 

بيماراني % 25، آزمايشات ذكر شده را انجام داده بودند

تعداد، حركت و ساختمان داراي اختلال در  كهبودند 

اسپرم بودند بدون آنكه اتيولوژي خاصي را نشان دهند 

و از نظر آزمايشات انجام شده و كاريوتايپ مشكلي 

نداشتند. در اين افراد علل ژنتيكي ناشناخته علت 

. به اين ترتيب كه گروهي ناباروري گزارش گرديد

فاقد اسپرم بودند كه در گروه آزواسپرمي گروه بندي 

 پنج ميليوندند و در گروهي تعداد اسپرم كمتر از ش

بود كه در گروه اوليگواسپرم  سلول اسپرم در ميلي ليتر

نفر از مردان بررسي  96قرار گرفتند. براي اين تحقيق 

شده فوق كه داراي ناباروري با دلايل ژنتيكي متعدد و 

گاه ناشناخته گزارش شدند و در گروه مردان نابارور 

 77رارگرفتند، انتخاب شدند. از اين مردان اديوپاتيک ق

نفر اوليگواسپرم بودند و در گروه  19نفر آزواسپرم و 

نفر مرد  100قرار داشتند. گروه كنترل از  30-45سني 

سالم و باروري كه در شرايط سني و موقعيت 

جغرافيايي مشابه با گروه بيمار قرار داشتند، انتخاب 

 6ورد مطالعه در جدول نتايج دموگرافي افراد مشدند. 

 آورده شده است. 

 

 دموگرافي گروه بيمار و كنترل در اين مطالعه -6جدول 

افراد مورد 

 مطالعه

 گروه بيمار

 ازو اسپرم + اوليگواسپرم

 گروه کنترل

 سالم و نرمواسپرم

 100 19+  77=  96 تعداد

 26-45(  92/37  31/5) 37-45(  04/37  57/4) گروه سني

106كمتر از  هابراي آزواسپرم 0 تعداد اسپرم
106بيشتر از ها براي اوليگواسپرم 5×

×20 

 %50بيشتر از  0 حركت اسپرم

 %30بيشتر از  0 مورفولوژي اسپرم
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هاي خون گروه  از نمونه DNAنتايج استخراج  -2

هاي  از نمونه DNAپس از استخراج  :بيمار و کنترل

خون گروه بيمار و كنترل و تعيين غلظت آن با استفاده 

ميكروليتر از  5/0-1از دستگاه اسپكتوفتومتر، به ميزان 

الكتروفورز  % 1روي ژل آگاروز  DNAهاي  نمونه

نگر هاي تشكيل شده روي ژل آگاروز نشا شدند. باند

  در نمونه بود. DNAاطمينان از حضور 
 

و  T1019Gهاي مورفيسم پلينتايج تکثير  -3

G1272C  وG deletions nt 1036 and 1046  در

 4حاوي  TNP2از ژن  bp 473قطعه  :TNP2ژن 

 G deletions ntو G1272Cو  T1019Gمورفيسم  پلي

1036 and 1046  در گروه بيمار و كنترل با روش

PCR از هر نمونه . تكثير شدPCR  3-5شده 

الكتروفورز شد و  % 5/1ميكروليتربر روي ژل آگاروز 

سپس دراتيديوم برومايد رنگ شد. تكثير اين ژن 

در ژل آگاروز  bp 473نشانگر يک باند منفرد به طول 

  آورده شده است. 1بود، كه در شكل 
 

هاي مورفيسم تشخيص پليبراي  RFLPنتايج  -4

T1019G  وG1272C  در ژنTNP2:  براي بررسي اين

 PCR – RFLP مورفيسم مورد مطالعه از تكنيکدو پلي

 هاي برش دهنده محصول)هضم آنزيمي با آنزيم

PCR استفاده گرديد. محصولات هضم آنزيمي در )

 3و  2هاي و شكل 8و  7هاي  اين آزمون در جدول

 آمده است. 

 
هاي  نمونه 5و3و2هاي  باشد و چاهك مي bp 100مارکر با وزن مولکولي  1، چاهكTNP2از ژن  bp 473نتايج مربوط به تکثير قطعه  -1شکل 

 باشند. به ترتيب نمونه کنترل منفي و کنترل مثبت مي 5و  4باشد وچاهك  ( مي bp 473)  TNP2بيمار و کنترل براي ژن  DNAاز  PCRمحصول 

 

 مورفيسم هاي مور مطالعه نتايج مربوط به محصولات هضم آنزيمي براي پلي -7جدول 

 طول قطعات

 ايجاد شده با آنزيم
 طول محصول نام آنزيم نوع ژنوتيپ

PCR 

 نام

 مورفيسم پلي
 نام ژن

473bp 

473bp, 353bp, 120bp 

353bp, 120bp 

TT 

TG 

GG 
EarI 473 bp T 1019 G TNP2 

473bp 

473bp, 378bp, 95bp 

378bp, 95bp 

GG 

GC 

CC 
HindIII 473 bp G 1272 C TNP2 

6    5   4    3    2   1 

473 bp 

100 bp 
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 در گروه بيمارو گروه کنترل TNP2از ژن  G 1272 Cو  T1019Gمورفيسم  هاي پلي . نتايج فراواني ژنوتيپ8جدول

 و پلي مورفيسم  نام ژن نوع ژنوتيپ فراواني در گروه بيمار گروه كنترلفراواني در 

100% 

0 

0 

100% 

0 

0 

TT 

TG 

GG 

TNP2     T 1019 G 

50% 

33% 

17% 

51% 

36.5% 

12.5% 

GG 

GC 

CC 

TNP2     G 1272 C 

 

 
 uncut (bpنمونه  1، چاهك bp 100مارکر ژنتيکي  2، چاهك TNP2در ژن  T1019Gمورفيسم  محصولات هضم آنزيمي براي پلي -2شکل

( bp 120و  bp353و  TG( )bp 437(، نمونه هتروزيگوت برش يافته )TT( )bp 437نمونه هموزيگوت وحشي فاقد برش ) 4و 3(، چاهك 437

 هاي بيمار و کنترل يافته نشد. ( در هيچ يك از نمونهbp 120و GG( )bp 353و نمونه هموزيگوت موتان برش يافته )

 
)فاقد  uncutنمونه  1، چاهك bp 100مارکر ژنتيکي  5، چاهك TNP2در ژن  G1272Cمورفيسم  محصولات هضم آنزيمي براي پلي-3شکل

 CC( )bpنمونه هموزيگوت موتان برش يافته ) 3(، چاهك GG( )bp 437نمونه هموزيگوت وحشي فاقد برش) 2(، چاهك bp 437برش( )

 (.bp 95و  bp375و  GC( )bp 437نمونه هتروزيگوت برش يافته ) 4( و چاهك bp 95و 375

4         3        2         1 

437 bp 

100 bp 

100 bp 

375 bp 

437 bp 

  5    4     3     2     1 

95 bp 
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 و T1019G هايمورفيسم آناليز نتايج پلي -5

G 1272 C  در ژنTNP2:  آناليزآماري نتايج دو با

، و TNP2 در ژن G 1272 Cو  T1019Gمورفيسم  پلي

هاي دو گروه بيمار و كنترل نشان داد  مقايسه بين داده

ايي وجود ندارد. ملاحظهبين اين دو گروه تفاوت قابل 

توان نتيجه گرفت كه بين حضور بنابراين چنين مي

در ژن  G 1272 Cو  T1019G هايمورفيسم پلي

TNP2  ايجاد ازواسپرمي و اوليگواسپرمي در ناباروري

داري وجود  مردان ايراني از نظر آماري ارتباط معني

(. نتايج آناليز آماري اين دو P>0.05ندارد )

 آمده است.  9مورفيسم در جدول  پلي

 

در  Gنوکلئوتيد  هاي حذفي بررسي جهشنتايج  -6

 G deletionمورفيسم دو پلي :SSCPروش با  TNP2ژن 

at 1036 and 1046  در ژنTNP2  با روشSSCP 

مورفيسم پس  بررسي شد. نتايج بررسي اين دو پلي

آميزي ژل آكريل آميد براي دو گروه بيمار و ازرنگ

هاي  باندگروه كنترل چنين نشان داد كه بين الگوهاي 

DNA هاي  هاي بالاتر ژل و باند تک رشته در رديف

هاي پاييني در  ايي در رديفدو رشته DNAمربوط به 

داري با يكديگر  در اين جمعيت ها تفاوت معني ژل

ز افراد بيمار داراي مشاهده نشد. در نتيجه هيچ يک ا

و دو  1046و  1036حذف گوانين در منطقه 

مورفيسم مذكور نبودند. نتايج براي اين دو  پلي

هايي از  آمده است. نمونه 10مورفيسم در جدول  پلي

تشكيل  DNAهاي تک رشته و دو رشته  الگوهاي باند

شده در روي ژل آكريل آميد پس از انجام روش 

SSCP تآمده اس 4، در شكل . 

 

 مورفيسم مورد مطالعه در مقايسه بين دو گروه بيمار و کنترل. نتايج آناليز آماري براي دو پلي -9جدول 

 نام ژن پلي مورفيسم نوع الل فراواني در گروه بيمار فراواني در گروه کنترل ارزش آماري

P= 0 
100% 

0 

100% 

0 
T 
G T1019G TNP2 

P=0. 6 
67% 

33% 

68.61% 

31.37% 
G 
C G 1272 C TNP2 

 

 در گروه بيمارو گروه کنترل 1046و 1036ها ي جهش هاي حذفي گوانين در نوکلئوتيدهاي  نتايج فراواني ژنوتيپ -10جدول 

 و پلي مورفيسم  نام ژن نوع ژنوتيپ فراواني در گروه بيمار فراواني در گروه کنترل

0 

0 

0 

0 

0 

0 

GG 

G/- 

-/- 

TNP2         T 1019 G 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

GG 

G/- 

-/- 

TNP2         G 1272 C 
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حذف گوانين در  هايآناليز نتايج جهش -7

نتايج : TNP2در ژن  1046و 1036نوکلئوتيدهاي 

مورفيسم حذف گوانين در  آناليزآماري پلي

، با مقايسه TNP2در ژن  1046و 1036نوكلئوتيدهاي 

هاي دو گروه بيمارو كنترل نشان داد بين اين  بين داده

داري وجود ندارد. بنابراين  دو گروه اختلاف معني

مورفيسم حذف  چنين نتيجه داد كه بين حضورپلي

با   NP2در ژن 1046و  1036گوانين در نوكلئوتيدهاي

جمعيت مردان نابارور ايراني و ايجاد اوليگواسپرمي و 

(. P > 0/05داري وجود ندارد ) آزواسپرمي ارتباط معني

آمده  11مورفيسم در جدول  نتايج آناليز آماري اين پلي

 است. 

نمونه  :PCRنتايج تعيين توالي محصولات  -8

تعيين توالي  TNP2براي ژن  PCRمحصول قطعه 

گرديد و نتايج تعيين توالي و همولوژي در بلاست آن 

  آورده شده است. 5در شكل 

 

 
در ژن  G deletions nt 1036 and 1046در روي ژل آكريل آميد براي بررسي  DNAهاي تک رشته و دو رشته  و تشكيل باند SSCPنتايج  -4شكل 

TNP2 نمونه  4تا  1، چاهکDNA  نمونه  7تا  5بيمارو خانهDNA هاي گروه بيمار و كنترل داراي الگويي مشابه بودند(. كنترل )تمامي نمونه 

 

 در مقايسه بين دو گروه بيمار و كنترل.  TNP2 در ژن 1046و 1036 نتايج آناليز آماري براي دو جهش حذف گوانين در نوكلئوتيدهاي -11جدول 

 نام ژن پلي مورفيسم نوع الل فراواني در گروه بيمار فراواني در گروه كنترل ارزش آماري

P= 0 
100% 

0 

100% 

0 
G 

G Deletion G deletion in 1036 and 1046 nt TNP2 

 

TNP2 
Homo sapiens TNP2 gene for transition protein 2, complete cds 

Length=1547 

 
Score = 771 bits (854), Expect = 0. 0 

Identities = 427/427 (100%), Gaps = 0/427 (0%) 

Strand=Plus/Plus 
 

Query 16 AGTTTTGATGGGTTGGTTTGATTGGTTAAATATTATCTTAATAGAGTAATATAGAGTAAT 75 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 978 AGTTTTGATGGGTTGGTTTGATTGGTTAAATATTATCTTAATAGAGTAATATAGAGTAAT 1037 

 

Query 76 TGAATAAACAGAGAGAAGAATAGATATCTAGACTAATGGGATAGAATGGGAAAGAAATGT 135 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1038 TGAATAAACAGAGAGAAGAATAGATATCTAGACTAATGGGATAGAATGGGAAAGAAATGT 1097 

 

    7   6   5   4   3   2   1  
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Query 136 TGAATAAATGAATGGAATGAGTGAACTAATGAATGGGTGGATGACAAATGGAAGGGATAA 195 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1098 TGAATAAATGAATGGAATGAGTGAACTAATGAATGGGTGGATGACAAATGGAAGGGATAA 1157 

 
Query 196 ATGGATGGATACCTGGATTCACATAGGTCAAAAGGACACTGACGGTAGTCTAAACTCTAT 255 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1158 ATGGATGGATACCTGGATTCACATAGGTCAAAAGGACACTGACGGTAGTCTAAACTCTAT 1217 
 

Query 256 CTATGTCCCATATTCAATCACAAATGAGTAGTTGTAAGACCTTACAGGAGGTCAAGGAGG 315 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct 1218 CTATGTCCCATATTCAATCACAAATGAGTAGTTGTAAGACCTTACAGGAGGTCAAGGAGG 1277 

 

Query 316 TCACTGACTTCATGAAGTGCTCAGCTATTAAAGGTTCCTTTCCCACTCTTATCCCTTAGG 375 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1278 TCACTGACTTCATGAAGTGCTCAGCTATTAAAGGTTCCTTTCCCACTCTTATCCCTTAGG 1337 

 
Query 376 ATGGAAATCCAACTAATGAGACCGCACTCCTTGGCTTGTTCCTGCGTGTTTCACCCAAAG 435 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1338 ATGGAAATCCAACTAATGAGACCGCACTCCTTGGCTTGTTCCTGCGTGTTTCACCCAAAG 1397 
 

Query 436 GAGAAAA 442 

||||||| 
Sbjct 1398 GAGAAAA 1404 

 .PCRبا  TNP2نتايج همولوژي در بلاست قطعه تکثير شده از ژن  -5شکل
 

 بحث

بر اساس مطالعات انجام شده كمتر از يک سوم 

دلايل ژنتيكي براي ناباروري هنوز ناشناخته هستند كه 

. با [1]اند  بنام دلايل ژنتيكي اديوپاتيک ناميده شده

توانند نقش مهمي  وجود اين كه فاكتورهاي محيطي مي

در ناباروري مردان داشته باشند، مطالعات امروزه 

داند و تغييرات ژنتيكي را عامل موثري دراين امر مي

خصوصا توجه زيادي به علل ناباروري اديوپاتيک شده 

 .]22و  8،  1[است 

بر اين اساس در اين تحقيق به بررسي ارتباط 

هايي كه بصورت هاي معمول در ژنمورفيسم پلي

اديوپاتيک در ناباروري مردان نقش دارند پرداخته شده 

 مورفيسم ها عبارتند از:  است. اين پلي

T1019G  وG1272C وG deletions nt 1036 

and 1046  در ژنTNP2 هاي مولكولي رايج و روش

  در اين بررسيsequencing و   RFLP SSCPشامل

 ژندر  G1272Cانجام گرفت. براي پلي مورفيسم 

TNP2 (P=0. 6 با فراواني )براي الل 37/31 %C  در

% بدست 33گروه بيمار در مقايسه با گروه كنترل كه 

دار بين گروه بيماران و گروه كنترل  معنيآمد، تفاوت 

مشاهده نشد و نتايج نشان داد كه بين آنها با جمعيت 

مردان نابارور ايراني و ايجاد اوليگواسپرمي و 

هاي مورفيسمآزواسپرمي ارتباطي وجود ندارد. پلي

T1019G و G deletion at nt 1036 and 1046 در 

ان و كنترل در هيچ يک از گروه هاي بيمارTNP2  ژن

مشاهده نشد و داراي فراواني صفر گزارش شدند، در 

نتيجه ارتباطي با ناباروري آديوپاتيک در مردان ايراني 

 نشان ندادند. 

مورفيسم و  اخيرا مطالعات زيادي در مورد پلي

هاي مختلف  ها در ژن هاي پروتامين در جمعيت جهش

 انجام گرفته است و نتايج متفاوتي از اين تحقيقات

بدست آمده است و تعدادي از اين مطالعات ارتباط 

هاي مورد مطالعه در ژن مورفيسم داري را بين پلي معني

. ]15و  9، 8، 7، 5[اند  ها گزارش نمودهپروتامين

 Gو  G1272Cو  T1019Gمورفيسم  بررسي چهار پلي

deletions nt 1036 and 1046  در ژنTNP2 در 

ها در ساير جمعيت ايراني و مقايسه حضور آن

نشان مي دهد كه ممكن ها، نتايج متفاوتي را جمعيت
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است به دلايل تفاوت مناطق جعرافيايي و آب و هوايي 

كه روي شرايط محيطي و عادات زندگي اين افراد 

تاثير مستقيم دارد باشد و يا به دليل تفاوت تعداد افراد 

ها باشد كه مي تواند در نتايج مورد بررسي و سن آن

تغذيه تحقيق اثر گذار باشد. همچنين ممكن است نوع 

هاي خاص و داروهايي كه به طور يا ابتلا به بيماري

زمينه ايي در بيماران مصرف شده، عاملي براي اين 

تفاوت ها در جمعيت هاي مختلف مردان باشد كه به 

 اين موارد پرداخته شده است. 

مورفيسم  چندين پلي NCBIدر  TNP2براي ژن 

ان به تو ها مي مورفيسم ثبت شده است. ازجمله اين پلي

T76G, G117C, C301T, C391T, C78T  اشاره نمود

 135در  2009كه توسط ايمكن و همكارانش در سال 

مرد نابارور موروكايي و فرانسوي بررسي شدند و 

داري با گروه  نتايج آنان نشان داد كه تفاوت معني

 T1019Gمورفيسم  . همچنين دو پلي[9]كنترل نداشتند 

مرد نابارور ژاپني بررسي  282در جمعيت  G1272Cو 

شدند و در نتايج مطالعات انجام گرفته، تفاوت 

. در [15]گروه مردان بارورگزارش نشد  داري با معني

پلي مورفيسم هاي دسته ديگري از ژن هاي پروتاميني 

TP  كه ژنTNP1  است نيز مطالعاتي صورت گرفته

 2014است كه مطالعه حيدري و همكارانش در سال 

مورد پلي  15مرد نابارور ايراني نشان داد در  82روي 

در گروه مردان نابارور مشاهده شد  T75Cمورفيسم 

مرد نرمال گزارش نشد  80در حاليكه در هيچ يک از 

و در نتيجه امكان تاثير آن بر روند ناباروري مطرح 

 .]6[گرديد 

در اين تحقيق نيز كه به بررسي ارتباط بين چهار 

با ناباروري  TNP2مورفيسم در ژن پروتاميني  پلي

نتايج نشان داد كه  مردان ايراني انجام گرفته است

 G1272Cمورفيسم  داري بين حضور پلي ارتباط معني

( با ناباروري مردان وجود P=0. 6) TNP2در ژن 

و دو جهش  T1019Gمورفيسم  ندارد. همچنين پلي

 ژن در G deletion at nt 1036 and 1046 حذفي

TNP2 هاي مردان نابارورو  در هيچ يک از نمونه

چنين گزارش شد كه بين  بارورايراني يافت نشد و

ها در جمعيت مردان نابارور ايراني و ايجاد حضور آن

 اوليگواسپرمي و آزواسپرمي ارتباطي وجود ندارد.

هاي پروتامين مطالعات اخير نشان داده است كه ژن

باشند و بطور اختصاصي در روند  بصورت كلاستر مي

نقش )در تشكيل اسپرم بالغ( درپستانداران  اسپرماتوژنز

تواند  دارند، به طوري كه تغييرات كوچک در آن ها مي

اثرات مهمي در تغيير بيان يا تغيير رونويسي و ترجمه 

و  8،  5 ]ها در پروسه اسپرماتوژنز دارا باشد  اين ژن

هاي  . بنابراين چنين نتيجه گيري مي شود كه ژن[23

هايي اختصاصي و با ساختمان ثابت  پروتامين، ژن

اند و  هستند كه براي روند اسپرماتوژنز نرمال ضروري

تواند  ها در اين ژن ها مي مورفيسم و جهش حضور پلي

سبب ناباروري مردان گردد. گرچه با توجه به اين 

العات گذشته اين اثرات به ندرت سبب تحقيق و مط

ها  مورفيسم شود ولي حضور اين پلي ايجاد ناباروري مي

و همچنين تغييرات اپي ژنتيک كه در روند تغييرات 

پس از ترجمه اين ژن ها اعمال مي گردد مي توانند به 

مطرح  اسپرماتوژنزعنوان عاملي در تخريب روند 

سيع مطالعات در باشند. همچنين با توجه به دامنه و

سال هاي اخير و گستردگي مباحث مورد بحث در 

هاي ناباروري و تخصصي شدن هر يک از  زمينه

ها  هاي مربوط به اين دانش، لازم است تحقيقات شاخه

هاي نوين در بررسي  با روش هاي جديد و شيوه

مورفيسم ها انجام پذيرد. همچنين براي  ها و پليجهش

كامل تر شدن آن ها به بررسي  تر و برآورد نتايج دقيق

در جمعيت هاي مختلف و هاپلو تايپ هاي متفاوت 
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پرداخته شود. با توجه به اين مسئله كه روز به روز بر 

هاي جديد مرتبط با مورفيسم ها و پليتعداد اين جهش

 Highهاي هايشود و تكنيک ناباروري افزوده مي

through put فزايش و مدرن نيز در اين رشته درحال ا

ها در اين زمينه  است لزوم به كارگيري اين متد

هايي كه به بررسي  ضروري است، خصوصا در بررسي

شود. بعنوان مثال روش  تعداد زياد نمونه پرداخته مي

HRM-RT PCR  ياSize Fragmentation Analysis 

شود  ها استفاده مي  microRNAهايي كه از و يا روش

تواند  شود مي بررسي مي نتايج Real Time PCRو با 

تري براي  تر و مثمر ثمر راهگشايي براي مطالعات جامع

آينده باشد. خصوصا در زمينه درمان و فارماكولوژي 

توانند مكملي بر كارهاي گذشتگان  اين مطالعات مي

 باشد. 
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