
73
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص- زمستان 1396- شماره 38

نقش آسیب DNA اسپرم در روش‌های کمک باروری

چکیده 
امروزه استفاده از روش‌های کمک باروری، بهترین گزینه 
برای رفع مشکلات زوج‌های نابارور است. میزان موفقیت 
ای��ن روش‌ها به عوام��ل متعددی از جمله س�المت کامل 
تخمک و اس��پرم بستگی دارد. در طی لقاح طبیعی و روش 
لقاح آزمایش��گاهی )IVF(، احتمال نفوذ اس��پرماتوزوای 
غیر بالغ و ناس��الم به داخل تخمک به حداقل می‌رس��د در 
صورتی که در روش میکرواینجکش��ن یا تزریق اس��پرم به 
داخل سیتوپلاس��م تخمک )ICSI(، این سد وجود نداشته 
و بنابراین در روش میکرواینجکش��ن همیشه موارد نگرانی 
بوده اس��ت. امروزه با وجود فن آوری های کمک باروری 
و ابزارهای تشخیص و روش‌های متعدد برای اندازه گیری 
آس��یب DNA اسپرم، اس��تفاده از بررس��ی فاکتور آسیب 
DNA اسپرم در مردان نابارور افزایش یافته است. شواهد 
نشان از نقش آسیب DNA اسپرم در IVF و ICSI دارد، 
اما، اطلاعات از پیامدهای بالینی آسیب DNA اسپرم کامل 
 DNA نمی‌باش��د. روش‌های مختلف اندازه گیری آسیب
از جمله COMET، بررس��ی پراکندگی کروماتین اسپرم 
)SCD, HALLO( و بررس��ی س��اختار کروماتین اسپرم 
)SCSA,TANEL( ک��ه هر کدام جنبه‌ه��ای متفاوتی از 
آس��یب DNA را نش��ان می‌دهند. مطالعات بیش��تر برای 
اس��تاندارد کردن روش‌های برآورد آسیب DNA اسپرم و 
روش��ن ش��دن نقش دقی��ق آن در IVF و ICSI به نتایج 

باروری کمک می‌کنند. از آنجا که اس��تفاده از تکنیک‌های 
جدید کمک باروری می‌تواند علی رغم نقایص عملکردی 
اس��پرم منتج به حاملگی و تولد نوزاد شود، در نتیجه آنالیز 
من��ی به عن��وان یک آزمایش برای تش��خیص ب��اروری و 
ناباروری کافی نبوده و نیاز به یک نش��انگر بالقوه قوی تر 

وجود دارد.
واژگان کلیدی: ICSI، IVF، میکرواینجکش��ن،، ژنوم، 

DNA آسیب

آسیب DNA اسپرم
تس��ت‌های عملکردی اس��پرم به عنوان یک نوع آزمون 
غربالگ��ری انج��ام می‌ش��ود و اولی��ن گام در تش��خیص 
آزمایش��گاه آندرولوژی است که با تلاش‌های WHO در 
سراس��ر دنیا استاندارد شده اس��ت. )حجم ml 1.5، تعداد 
15 میلی��ون در ml، تعداد کل 39 میلیون اس��پرم در انزال، 
حرک��ت کل 40%، نرمال مورفولوژی 4%، زنده بودن %58 
معیارهای آنالیز در WHO اس��ت.( )1( در طی تحقیقات 
انجام ش��ده انتخاب اس��پرم توس��ط پارامتره��ای معمولی 
)غلظ��ت، مورفولوژی، تحرک( نمی‌تواند گویای س�المت 
DNA اسپرم باشد. مطالعات بیانگر این مطلب است که در 
 DNA تخمک‌های لقاح یافته با اس��پرم‌های دارای آسیب
بالا میزان لانه گزینی و بارداری به طور معنی داری کاهش 
می‌یابد اگرچه ژنوم آس��یب دیده پدری، طی رش��د جنینی 
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می‌تواند دس��تخوش پردازش قرار گی��رد، ولی در صورت 
وجود آس��یب‌های زیاد، احتمال کاهش رشد جنین وجود 
داش��ته و اگر میزان نقص‌ها کمتر باش��د، می‌تواند نقایص 
بعد از تولد را به همراه داش��ته باش��د. تجربیات به دس��ت 
آم��ده از روش‌های کمک باروری نش��ان می‌دهد، چنانچه 
اس��پرم با میزان بالایی از آس��یب روند ICSI و IVF وارد 
تخمک ش��ود، سیستم ترمیمی تخمک ممکن است توانایی 
ترمیم این آس��یب‌ها را نداش��ته و در بس��یاری از موارد با 
وجود موفقیت در لقاح، سلول‌های جنسی توانایی تشکیل 
جنین یا ادامه تکامل را تا مرحله بعد از 4 تا 8 س��لولی که 
مصادف با فعال ش��دن ژنوم پدری است، ندارند. به علاوه 
تحقیقات متعدد در زمینه آسیب DNA بیانگر این هستند 
که ارتباط معنی داری بین آس��یب DNA اسپرم و تشکیل 
جنین بلاستوس��یت، رشد جنین و بارداری ارتباط معکوس 
و معن��ی داری وجود دارد. ناکافی ب��ودن آنالیز منی منجر 
به تحقیقات بر روی آس��یب DNA اس��پرم به عنوان یک 
نش��انگر ناباروری مردان شد. تش��خیص مکانیزم‌ها و علل 
 SDF آس��ان نیس��ت و عوامل مختلفی باعث ایجاد SDF
می‌ش��وند. به طور عمده، استرس اکس��یداتیو، فعال شدن 
اندونوکلئاز اندوژنیک و فعال ش��دن کاس��پاز، تغییرات در 
بازس��ازی مجدد کروماتین در طی اس��پرمیوژنز و آپوپتوز 
س��لول‌های زاینده ای در آغاز میوز ب��ه عنوان عوامل ذاتی 
شناخته ش��ده‌اند. عوامل خارجی باعث آسیب DNA نیز 
مانند رادیوتراپی، ش��یمی درمانی و سموم زیست محیطی 
توصیف ش��ده‌اند. تمام این مکانیزم ه��ا می‌توانند بر روی 
یکپارچگ��ی DNA در انواع مختل��ف تأثیر بگذارند و در 
نهایت، شکس��ت ssDNA یا dsDNA تولید می‌کنند.)8( 
فش��ردگی DNA در ناحیه س��ر اس��پرم نتیجه یک فرآیند 
پیچیده اس��ت. بر خلاف س��لول‌های س��ماتیک که در آن 
DNA با هیس��تون به صورت واحدهای ساختمانی به نام 
نوکلئوزوم هس��تند، در اس��پرم در طول اس��پرمیوژنز رشته 
DNA توس��ط پروتئین‌ه��ای کوچک��ی به ن��ام پروتامین 
فشرده، بسیار پایدار و مقاوم در برابر آسیب می‌شود. نقص 
در مرحله پروتامینه شدن DNA، شکست‌های دورشته‌ای، 
نقص در ترمیم DNA و آپوپتوز ناقص س��بب می‌شود که 
DNA بیشتر در معرض آس��یب قرار گیرد. شروع مراحل 

 )ROS( آپوپتوز باعث آزاد ش��دن گونه‌های اکسیژن فعال
و القای آس��یب DNA می‌ش��ود. در نتیجه اسپرم‌ها سطح 

بالایی از آسیب DNA را خواهند داشت. )10 و 3(

)SCD,Halo( پراکندگی کروماتین اسپرم
در این آزمایش در یک بس��تر میکروژلی تحت تأثیر یک 
تیمار اس��یدی، کروماتین و DNA اسپرم دناتوره می‌شود، 
در مرحله بعد با حذف پروتئین‌های کروماتین، رش��ته‌های 
DNA تا حد ممکن در اطراف س��ر اسپرم پخش می‌گردد 
که طی رنگ آمیزی به صورت هاله ای در اطراف سر اسپرم 
 DNA قابل مشاهده است. این در حالی است که شکست
اس��پرم منجر به عدم گسترش رشته‌های DNA و نیز عدم 
مشاهده هاله یا مشاهده هاله‌های خیلی کوچک در اطراف 
 ٪30 SDF سر اس��پرم می‌گردد آس��تانه بالینی ش��اخص
 DNA ،٪30 اس��ت، به این معنی که نمونه‌ها می‌توانند تا
 آس��یب دیده را داشته باش��ند و هنوز هم طبیعی می‌باشند.
 SCD نمی‌تواند تفاوتی بین آسیب DNA تک رشته‌ای و 
دو رش��ته ای قائل شود، اما چون وابسته به رنگ فلورسنت 
نیس��ت می‌توان از آن به عنوان یک روش س��اده، سریع و 
قاب��ل اعتماد اس��تفاده کرد. همچنین نیاز ب��ه یک اپراتور با 

تجربه برای آنالیز نتایج آزمایش ندارد. )4 و 8(

)SCSA( بررسی ساختار کروماتین اسپرم
SCSA اندازه گیری حساسیت DNA اسپرم به دناتوره 
ش��دن هنگامی که در معرض گرما و یا اس��یدها است. این 
یک آزمایش مبتنی بر فلوسایتومتری است که می‌تواند تعداد 
زیادی از س��لول‌ها را به س��رعت ارزیابی کند و بر اساس 
این اص��ل که DNA غیر طبیعی در مقابل DNA س��الم 
 SCSA مس��تعد تکه تکه شدن اس��ت، انجام می‌شود. در
برای نش��ان دادن اسپرم با DNA سالم از رنگ فلورسنت 
اکریدین اورنج استفاده می‌ش��ود. اکریدین اورنج وقتی که 
شکس��ت دو رش��ته ای باشد رنگ فلورس��انس سبز و اگر 
شکس��ت تک رشته ای باشد به رنگ قرمز تغییر می‌کند. از 
دستگاه فلوس��ایتومتری برای شناسایی نسبت اسپرم‌های با 
 DNA رنگ سبز از قرمز و درصد اسپرم‌هایی که شکست
دارند اس��تفاده می‌ش��ود )5(. مزیت SCSA این است که 
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دارای یک پروتکل اس��تاندارد برای همه کاربران به منظور 
به حداقل رساندن تنوع آزمایشگاهی است. معایب آن این 
است که نیاز به یک دستگاه فلوسایتومتری دارد و نمونه‌ها 
باید به یک آزمایشگاه مرکزی فرستاده شوند که طول زمان 

جواب دهی را افزایش می‌دهد.

COMET آزمون
از روش س��نجش س��تاره دنبال��ه دار، ب��رای بررس��ی 
شکست‌های موجود در رشته‌های DNA استفاده می‌شود. 
این روش امکان ارزیابی س��ریع جمعی��ت بزرگ و تعداد 
زیاد اس��پرم را میسر می‌س��ازد. در این روش، اسپرم‌ها در 
لای��ه‌ای از ژل آگاروز قرار داده می‌ش��ود و تحت ش��رایط 
قلیای��ی، الکتروفورز می‌گردد که در نتیجه DNA آس��یب 
دیده از هس��ته خارج شده و به سمت آن مهاجرت می‌کند 
)12(. در نهایت محتویات DNA توسط رنگ فلورسانت 
sybr green رنگ آمیزی ش��ده و در زیر میکروس��کوپ 
فلورس��انس به شکل یک س��تاره دنباله دار دارای یک دم 
و یک س��ر مشاهده می‌ش��ود. این روش قادر به تشخیص 
شکس��ت DNA تک رش��ته ای و دو رش��ته ای است و 
می‌تواند به خوبی کروماتین وابسته به هیستون را تشخیص 
دهد و قادر به اندازه گیری مقدار آس��یب DNA در اسپرم 
اس��ت. گ��زارش نتایج آزم��ون COMET نش��ان دهنده 
میانگین آس��یب DNA اس��پرم اس��ت. در مقایسه با سایر 
آزمون‌ها روش��ی ساده و ارزان است اما برای تفسیر نیاز به 

میکروسکوپ فلورسنت و اپراتور با تجربه دارد. )6(

)TUNEL( آزمون
در ای��ن آزم��ون پایانه‌های DNA تکه تکه ش��ده، تک 
رش��ته و دو رشته DNA توس��ط نوکلئوتیدهایی نشاندار 
ش��ده، مورد هدف قرار می‌گیرد. واکنش توسط یک پایانه 
ترانس��فرازی کاتالیز می‌ش��ود. نوکلئوتید به طور مس��تقیم 
 TDT می‌تواند با فلئوکروم نشاندار شود و متکی بر آنزیم
و dUTP به عنوان نش��انگر در انتهای OH-′3 اس��ت که 
شکس��ت در ssDNA و dsDNA را تشخیص می‌دهد. 
از فلوس��ایتومتری و میکروسکوپ فلورسنت برای ارزیابی 
استفاده می‌شود. رنگ فلورسنت مشاهده شده در هر اسپرم، 

نشانگر افزایش تعداد شکستگی‌های DNA است و نتایج 
آزمون نشان دهنده درصد آسیب DNA است. این روش 
نمی‌تواند تفاوت بین انواع آسیب DNA را تشخیص دهد 
و روش��ی گران بوده و نیاز به اپراتور با تجربه برای تفسیر 

نتایج دارد. )7(

IVF, ICSI در DNA نقش آسیب
مطالع��ات متعدد ت�الش کرده‌اند تا ارتباط بین آس��یب 
DNA و روش‌ه��ای کمک باروری )ART( را بررس��ی 
کنن��د. متاس��فانه تفاوت بین روش‌های س��نجش آس��یب 
DNA و پروتکل‌ها و حد آس��تانه و تف��اوت در جمعیت 
مورد مطالعه موجب ش��ده که نتیجه گیری مطمئنی حاصل 
نش��ود، اگر چه میزان آس��یب DNA به عنوان یک فاکتور 
مردانه تأثیر نامطلوبی بر نتایج باروری دارد. مطالعات نشان 
داده‌اند که میزان آس��یب DNA می‌تواند موفقیت IVF یا 

ICSI را پیش بینی کند. )8 و 9(

SDF مزایای انجام آزمون
ب��ا توجه به اینکه صدها پژوهش بر روی اثرات تکه تکه 
شدن DNA اسپرم و تأثیر آن روی موفقیت حاملگی انجام 
شده اس��ت، نتیجه کلی این است که آسیب DNA اسپرم 
ب��ر کیفیت جنین و نتیجه حاملگی تأثی��ر منفی دارد و باید 
تصمی��م افراد برای این که هزین��ه انجام آزمایش SDF را 
بپردازند تح��ت تأثیر قرار دهد. بدیهی اس��ت که در زمان 
تصمیم گیری برای انجام آزمایش SDF ارزش آن آزمایش 
را در نظ��ر می‌گیرند. زی��را هزینه آزم��ون SDF در برابر 

هزینه‌های IVF,ICSI بسیار ناچیز است. )7(

نتیجه
در س��ال‌های اخیر ب��ا وجود محدودیت‌های��ی که برای 
پیش‌بین��ی پیامدهای تولید مث��ل در IVF و ICSI وجود 
دارد ارزیابی آس��یب DNA می‌تواند به عنوان اندرولوژی 
پایه و کلینیکی و ی��ک ابزار مفید برای کمک به پیش بینی 

نتایج IVF, ICSI باشد.
 بررس��ی‌های متعدد ارتباط بین آس��یب DNA اسپرم و 
نتایج تولید مثل در IVF, ICSI را نشان داده‌اند. در حالی 
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ک��ه درک ما از اندازه گیری و اثرات آس��یب DNA هنوز 
کامل نیس��ت، اما این آزمون می‌توان��د اطلاعاتی در مورد 
نقش حیاتی اسپرم در پیشرفت و نگهداری حاملگی فراهم 

کند. با این حال هنوز ش��واهد قطعی برای استفاده معمول 
و گسترده از آزمون آسیب DNA در آزمایش‌های معمول 

باروری وجود ندارد. )8(
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