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ايجـاد  احتمـالي  ثر در مسير اسپرماتوژنز به عنوان يكـي از عوامـل   ؤهاي م اختلال در بيان هر يك از ژن   : زمينه و هدف  
ثر در توانـايي حركـت   ؤهـاي م ـ  حوه بيان ژن در اين ميان ن   .باشد ميمطرح  آزواسپرمي غيرانسدادي و ناباروري مردان      

در  TSGA10 ژن   دهـد    مـي   مطالعات اخيـر نـشان    . ثير قابل توجهي بر باروري مردان داشته باشد       أتواند ت  اسپرم نيز مي  
ين حاصـل از ايـن ژن در مـوش منجـر بـه تـشكيل                ئ، به طوري كه پـروت     باشد  انجام روند طبيعي اسپرماتوژنز مؤثر مي     

اي درباره نحوه بيان ژن در بافت بيضه مردان نابارور انجام            تاكنون مطالعه گسترده   .شود رم مي ساختار اصلي دم اسپ   
  .نشده است

كننـده بـه      مرد مبتلا به آزواسپرمي مراجعه 84 در بافت بيضه     TSGA10 ژن   mRNA در اين مطالعه، بيان      :روش بررسي 
مـورد بررسـي     Semi-quantitative Nested RT-PCR روش به1383-84هاي  سينا در سال مركز درمان ناباروري ابن

 يهمچنين با هدف تعيين اثر بيان ژن فوق در پيشرفت اسپرماتوژنز، بررسـي و امتيـازدهي هيـستوپاتولوژ                 . قرار گرفت 
.  استفاده شـد   2/11 ويرايش SPSS افزار    از نرم براي آناليز آماري     .ها صورت گرفت     در نمونه  Johnsenبراساس روش   

 بـه  >05/0α و آنـاليز كوواريـانس بررسـي و        tهـاي      بيان ژن براساس متغيرهاي كمي با استفاده از آزمـون          تفاوت بين 
 .دار آماري در نظر گرفته شد عنوان سطح معني

مـشاهده شـد و     %) 9/36( بيمار داراي آزواسـپرمي غيرانـسدادي        31 در بافت بيضه     TSGA10 ژن   mRNA بيان   :نتايج
از نظـر هيـستوپاتولوژي، ژن در بيمـاران داراي    . )>0/000p (يـشرفت اسـپرماتوژنز داشـت   داري با ميزان پ يرابطه معن 

  . ، عدم بيان وجود داشت5/4هاي بيماران با امتياز كمتر از   بيان شده بود، در حالي كه در نمونهJohnsenامتياز بالاي 
بـه نظـر   . باشـد  هاي جنسي مي سلول در بيضه بيان شده و مختص TSGA10 اين مطالعه نشان داد كه ژن  :گيري نتيجه

تعيـين  از سوي ديگر،    . و باروري مردان داشته باشد     ثير منفي در اسپرماتوژنز   أرسد عدم بيان ژن در بيضه بتواند ت        مي
بيان ژن در مرحلـه خاصـي از اسـپرماتوژنز، امكـان اسـتفاده از آن بـه منظـور تعيـين پيـشرفت            زمان شروع يا خاتمه     
 .سازد هاي پاتولوژي را ميسر مي افتهاسپرماتوژنز در كنار ي

  
  .، بيوپسي بيضه، آزواسپرميTestis Specific Gene 10  (TSGA10)اسپرماتوژنز، ناباروري مردان، : واژگانكليد

  

دانشگاه شهيد بهشتي، سينا،  ـ ابن هاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي آوري پژوهشكده فن دكتر محمدحسين مدرسي، :مسئول مكاتبه
  تهران، ايرانين، او

 modaresi@sina.tums.ac.ir :پست الكترونيك
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  زمينه و هدف
زوجهــا در سراســر دنيــا از مــشكل    % 10-15حــدود 

برند كه نيمي از آنها را مردان نابارور          ناباروري رنج مي  
اگرچـه برخـي از مـوارد نابـاروري         . )1( دهند  تشكيل مي 

اي مثـل مـشكلات مجـاري         مردان با علـل شـناخته شـده       
ولـي  تناسلي يا اختلالات هورموني قابل توجيـه هـستند،          

از علـل   . باشـند   اري نيز همچنان ناشناخته مي    موارد بسي 
كـاهش   مردان كاهش تعداد اسـپرم،    ناباروري در   اصلي  
فاقـد  هاي     يا اسپرم  غيرطبيعيهاي با مورفولوژي     اسپرم
ــا . باشــد مــيپيــشرونده  تحركــ ــل اوليگواســپرمي ي عل

 امـا گـروه مهمـي از        ؛تواند متنـوع باشـد      آزواسپرمي مي 
ي است كه باعث اشـكال      عوامل آن شامل اختلالات ژنتيك    

 تعــداد زيــادي از .شــود مــيبــاروري مــردان در رونــد 
 در  ،هاي مختلف مربوط بـه تقـسيم و تمـايز سـلولي             ژن

شـوند و اخـتلال در       هاي ژرمينال بيضه بيـان مـي       سلول
هاي مختلف به عنـوان عامـل نابـاروري           آنها در گزارش  

  .)2 (مردان ذكر شده است
ركرد در نظـر گرفتـه      بيضه به عنوان يك غـده بـا دو كـا          

وكرين و اگزوكـرين توسـط      نـد اول ترشـحات ا   : شود  مي
ه تشكيل اجزاي   باست كه منجر    آن  هاي سوماتيك     سلول

شـامل  كـاركرد دوم    . گـردد   مايع مني و تستوسترون مي    
كـه بـه     باشـد   هاي جنسي و توليد اسپرم مـي        بلوغ سلول 

 نيازمنـد   اين عملكرد . شود اسپرماتوژنز ناميده مي  عنوان  
ــاط صــحيح ار ــال  ســلولتب ــا ســلولهــاي ژرمين هــاي  ب

رسـد اخـتلال و        بـه نظـر مـي      .)3 (باشد  سوماتيك هم مي  
هاي مـؤثر در اسـپرماتوژنز يـا          موتاسيون هريك از ژن   

  .بتواند باعث ناباروري مردان شود، اسپرميوژنز
 تعـداد    كـاهش  ،يكي از مشكلات اصلي در مردان نابارور      

. باشـد   سـپرمها مـي    و يا توانـايي حركـت ا       طبيعياسپرم  
رغم اهميت حركت اسـپرم در فرآينـد     درحال حاضر علي  

ــسم  ــاره مكاني ــدمثل، اطلاعــات محــدودي درب هــاي  تولي
مولكولي مرتبط بـا سـاختار و كـاركرد حركتـي اسـپرم             

هـاي جديـد درمـان نابـاروري          روش. باشـد   دردست مي 

 امروزه نقش مشكلات حركتي اسـپرم را        ،ICSI1همچون  
با . كند  گاهي به راحتي از آن عبور مي      بسيار كم كرده و     

ايــن حــال بايــد توجــه داشــت، اســتفاده از ايــن روشــها 
 ولـي از سـوي      ؛تواند باعث حل مشكل باروري شـود        مي

ديگر خطر انتقال مشكلات ژنتيكي مرتبط به نـسل آينـده           
ويژه آن كـه برخـي      ه   ب ،)4 (همچنان وجود خواهد داشت   

 ن و حتـي ريـشه     از اختلالات حركتي اسپرم، قابـل درمـا       
از  .)4 (باشد  هاي ژن درماني مي     كني با استفاده از روش      

سوي ديگر اطلاع از نحوه كاركرد دم اسپرم بـه عنـوان            
  توانــد   مــي،هــاي جنــسي مردانــه بخــش حركتــي ســلول

به اسـتفاده از پروتئينهـا يـا عوامـل مولكـولي ديگـر بـه                
هاي پيـشگيري از بـارداري در مـردان نيـز             عنوان روش 

  .شودمنجر 

تاكنون عوامل ژنتيكي مختلفي به عنوان عامـل مـؤثر در           
يكــي از ايــن . انــد اخــتلال حركتــي اســپرم مطــرح شــده 

 است كه بـه عنـوان بيمـاري         2ربيماريها، سندرم كارتاژن  
هــاي   در ســلول3عمــومياتوزومــال مغلــوب بــا اخــتلال 

مژكدار بدن از جمله اسپرم و مسيرهاي تنفسي شناخته         
   آكـسونم  سـاختمان  ه ژن مـؤثر در  تـاكنون س ـ  . شود  مي

  انـد و     به عنوان عوامل مولكولي اين بيماري شناخته شده       
هاي ديگري در ايـن بيمـاري     رسد همچنان ژن    به نظر مي  
 . )5 (مؤثر باشند

ــپرم     ــري اس ــلاف فيب ــسپلازي غ ــار دي ــاران دچ در بيم
)DFS(4   ــه صــورت آستنوزواســپرمي نيــز نابــاروري ب

در مطالعات انجام شده،    . شود  شديد يا كامل مشاهده مي    
 بـه  AKAPهـاي   برخـي از اعـضاي خـانواده ژن       اختلال  
 مولكـولي احتمـالي در ايـن بيمـاري مطـرح             عامل عنوان
بـاره    در اين  ي ولي هنوز پروتئين يا ژن مشخص       ؛اند  شده

  .)6 (شناسايي نشده است
  مطالعات انجام شده درباره علل مولكولي اختلال حركت

                                                 
1- Intra Cytoplasmic Sperm Injection 
2- Kartagener 
3- Generalized 
4- Dysplasia of the Fibrous Sheath  
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ــال  ــپرم در س  ــ اس ــاي اخي ــا و  ،ره ــازه بررســي ژنه  اج
پروتئينها مؤثر در توليد اسپرم سالم را به محققـان داده           

هاي مربـوط بـه سـاختار اسـپرم،             ژنها و پروتئين  . است
سيمي، فــسفوريلاسيون پروتئينــي،  لــهــاي ك ســيگنال

 طبيعـي تواننـد در كـاركرد          هـر يـك مـي     ... متابوليسم و   
آكـسونم  در قطعه مياني دم اسـپرم،        .اسپرم مؤثر باشند  

احاطه شده و بـا      ODF(1( فيبر فشرده خارجي     9توسط  
ــه مــي  ــدريال در برگرفت ــه . شــود غــلاف ميتوكن در قطع

انتهايي كه پس از قطعـه ميـاني قـرار گرفتـه اسـت، ايـن                
 ــ ــدريال ب ــلاف ميتوكن ــري ه غ ــلاف فيب ــيلة غ   FS(2 (وس

 بوســيلة ODF از عــدد، دو FSدر . گــردد جــايگزين مــي
شود كـه ايـن قطعـات توسـط          قطعات طولي جايگزين مي   

 مطالعـات   .)7 (شـوند   هاي عرضي به هم وصل مـي        طناب
 در ساختار، متابوليسم    FS احتمال نقش مهم     ،انجام شده 

. و توانــايي حركــت اســپرم را مطــرح ســاخته اســت     
انـد كـه هنـوز         شـناخته شـده    FSهاي زيادي در      پروتئين

  .كاركرد آنها مشخص نشده است
 يـك ژن جديـد در فرآينـد          به عنوان        ً  اخيرا  TSGA10 ژن

اين ژن .  توسط اين گروه معرفي شده استاسپرماتوژنز
 قرار گرفته و    2 شماره كروموزوم   q11.2بر روي ناحيه    

 باشـد  مـي  Kb3تقريبي   RNA اگزون با اندازه     19شامل  
ــضه  TSGA10ژن . )8( ــسان، در بي ــي در ان ــان طبيع  بي

 يماران اما در ساير بافتها و نيز بيضه جنين و ب          ؛شود  مي
. )9 (گــردد دچــار آزواســپرمي غيرانــسدادي بيــان نمــي 

  نــشان داده اســت كــه در مــوشمطالعــات انجــام شــده
mRNA      بيان شده و منجـر      3بعد از ميوز   اين ژن در فاز

زه ا بـه انـد    FSين اصلي به كار رفتـه در        ئبه تشكيل پروت  
kD65نــشان داده شــده اســت كــه ايــن    ً  قــبلا . شــود  مــي 
شود و قطعه    ژرمينال شكسته مي  هاي   ين در سلول  ئپروت

؛ اما )10 (رود  به كار ميFSدر ساختمان  kD27 كوچكتر

                                                 
1- Outer Dense Fibers 
2- Fibrous Sheath 
3- Postmeiotic 

اي درباره نحوه بيان ژن انساني  گسترده تاكنون مطالعه
  .در بيضه انجام نشده است

 در تعـداد    TSGA10به منظور مطالعـه ميـزان بيـان ژن          
مناسبي از جمعيت بيماران نابـارور، ايـن مطالعـه بـراي            

 مــرد مبــتلا بــه آزواســپرمي را بــه روش 84ر اولــين بــا
Semi-quantitative Nested RT-PCR مــورد بررســي 

همچنين با هدف تعيـين اثـر بيـان ژن فـوق در             . قرار داد 
ــازدهي    ــي و امتيــ ــپرماتوژنز، بررســ ــشرفت اســ پيــ

  .ها صورت گرفت هيستوپاتولوژيك در كليه نمونه
  

   بررسي روش
ابارور كـه در مركـز       مرد ن  84نمونه بيوپسي از     :بيماران

سـينا    فوق تخصصي درمان ناباروري و سقط مكرر ابن       
   TESE(4( تحـت بيوپـسي بيـضه        1383-84هاي    در سال 

  ارزيابي وجود اسـپرماتوژنز در بافـت بيـضه        به منظور   
معيـار ورود بـه مطالعـه،    . قرار گرفتـه بودنـد، اخـذ شـد       

عـدم  تشخيص آزواسپرمي براساس آناليز مايع منـي و         
انــدازه . بــود) PESA(ديــديم  اســپرم از اپــياستحــصال 

 -C70° بــود و در دمــاي mm 2×2×2هــا  تقريبــي نمونــه
ــد  ــره ش ــامل  . ذخي ــاران ش ــات بيم ــابقه   اطلاع ــن، س س

خانوادگي ناباروري، سابقه هرگونـه اخـتلال تكـاملي يـا           
محـل،  (هـا     ها، نتايج معاينه باليني بيضه      پاتولوژيك بيضه 

، سـطح سـرمي     )كوسـل قوام، اندازه بيضه و وجود واري     
و تــــستوسترون و نيــــز  FSH ،LH هــــاي هورمــــون

براسـاس اطلاعـات   هـاي آنـاليز مـايع منـي هـم          شاخص
براي مطالعـه بافتهـا     . آوري شد   هاي بيماران جمع    پرونده

ــلاق    ــه اخ ــت كميت ــشات، موافق ــام آزماي ــكي و انج پزش
ــن ــل  اخــذســينا  پژوهــشكده اب ــه بيمــاران قب    شــد و كلي

ــه ــايتن  از نمون ــري، رض ــي گي ــرحامه كتب ــه ط    را آگاهان
  .امضا كردند

هاي بيضه     نمونه RT-PCR: RNA و انجام    RNAاستخراج  
و براساس  )Trizol )Invitrogen Inc USAبا استفاده از 

                                                 
4- Testicular Sperm Extraction 
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 استخراج و براي اقدامات بعدي در      ،دستورالعمل سازنده 
°C70-  ارزيابي كمي    . ذخيره شدRNA  استخراج شده با 

و ) Eppendorf, Germany( اسـتفاده از اسـپكتروفتومتر  
 صـورت   nm 260/280 با طول موج     UV هاي  جذب تابش 

در طـول مـوج      )OD(جذب نـوري     ميزان متوسط . گرفت
nm 260/280 73/1 -84/1( 78/1هــا  در نمونــه:CI 95% (
 μl2 به دست آمده بـه همـراه         RNA از   mg3  معادل .بود
 به مـدت   Random Hexamer از پرايمر μl1و  dNTP از
 تهيـه   و واكـنش   1شـده  اتورهن ـد C70°در دماي   قيقه   د 8

cDNA  ازmRNA  ــزيم     وM-MLVدر حـــــضور آنـــ
RNAse Inhibitor )Roche, Germa-ny (صورت گرفت .

 TCC΄5)با استفاده از پرايمرهاي حاصل  cDNAكيفيت 

GACTGAGCGGCACTGGGAGTGC3΄) ــزون  از  10اگ
 (΄GCC CGC AGG TCC TCT TTC CCT CAC A3΄5)و

و آنـزيم   ) PGM1( 1 ژن فسفوگلوكوموتاز    11اگزون  از  
DNAمراز   پلي)CinnaGen, Iran (در نهايـت  . كنترل شد
 با كيفيت يكسان و قابل قبول انتخـاب         cDNAهاي    نمونه

  . ذخيره شدند-C20°و در دماي 
TSGA10 PCR:  PCR نيمــه كمــي بــه روش nested ــا  ب

از در مــر  پلــي DNA و آنــزيم cDNA از μl1اســتفاده از 
انجــام ) Eppendorf, Germany(دســتگاه ترموســايكلر 

 ثانيه  30( سيكل   35 در مرحله اول در      cDNAتكثير  . شد
ــه درC94 ،30°در  ــه در 80 و C59°  ثانيــ ) C72° ثانيــ

 30( سـيكل  30 در PCRدر مرحلـه دوم    .صورت گرفـت  
) C72° ثانيه در    30 و   C56° ثانيه در    C94  ،30°ثانيه در   

، توالي پرايمرهاي مورد اسـتفاده      1 شكل .صورت گرفت 
ــان ژن   ــين بي ــراي تعي ــي TSGA10ب ــشان م ــد  را ن . ده

 مــورد بررســي %5/1 در ژل آگــاروز PCRمحــصولات 
آميزي با بروميد اتيديوم، تحت       قرار گرفت و پس از رنگ     

نتايج به صورت منفـي و مثبـت        .  مشاهده شد  UVاشعه  
 3+تا   1 +هاي  در نظر گرفته شده و موارد مثبت به دسته        

  در صورت بيان قوي و 4+ و PCRبراساس شدت باند 

                                                 
1- Denaturated 

  . تقسيم شدندnested PCRدر هر دومرحله وجود باند 
هـاي تمـام بيمـاران در         نمونـه  :بررسي هيـستوپاتولوژي  

 قـرار داده شـده و بـه         Bouinداخل محلول ثابـت كننـده       
ــاتولوژي  مركــز فــوق تخصــصي درمــان  آزمايــشگاه پ
پس از انجام   . ينا منتقل شد  س  ابنناباروري و سقط مكرر     

هــاي تهيــه شــده بــا     ســازي، لام  فرآينــدهاي آمــاده 
  . آميــزي شــد رنــگ) H & E(هماتوكــسيلين و ائــوزين 

اي از اسپرماتوژنز كه در آن ژن         به منظور تعيين مرحله   
TSGA10  متخـصص  شود، تمامي لامها توسـط       بيان مي  

ــسيم   ــرب بررســي و براســاس تق ــاتولوژي مج ــدي  پ بن
Johnsen11( متيازدهي شد ا(.  

 و 2/11نـــسخة  SPSS افـــزار  از نـــرم :آنـــاليز آمـــاري
Microsoft Excelهــا و آنــاليز آمــاري   بــراي ثبــت داده

 يتفاوت بـين بيـان ژن براسـاس متغيرهـا         . استفاده شد 
آنـاليز كوواريـانس    و   tهـاي     آزمـون كمي با اسـتفاده از      

  دار آمــاري  يبــه عنــوان ســطح معنــ >05/0αبررســي و 
 . گرفته شددر نظر

  
  نتايج
 بيمــار نابــارور داراي 84از حاصــل هــاي بيــضه  نمونــه

    RT-PCRآزواســـپرمي غيرانـــسدادي بـــا اســـتفاده از 
 TSGA10نيمه كمي به منظور مشاهده ميـزان بيـان ژن           

 .)1جدول ( بررسي شد

ــه ــستوپاتولوژي نمونـ ــضه هيـ ــاي بيـ ــي  :هـ در بررسـ
يك از ، هيچ   %)6/47(  بيمار 40  در هيستوپاتولوژي بيضه 

). :1JohnsenScore-2 (هاي ژرمينال مشاهده نشد     سلول
ــوز توقــف در  ــسيم مي ــار27 در يكــي از مراحــل تق    بيم

شـامل توقـف در هريـك از              ًعمدتا كه   ؛ديده شد  %)2/32(
وني، اسپرماتوسيت اوليـه و ثانويـه و        سطوح اسپرماتوگ 

شماره ها نشان دهنده  (TSGA10 nested PCRتوالي پرايمرهاي طراحي شده در  - 1 شكل
  )F: Forward, R: Reverse مي باشند، PCRاولين يا دومين 

TSGA10 (F1)  5’-ATGATGCGAAGTAGGTC-3’ 
TSGA10  (R1)  5’ -CAGAAATCTCTGTAGCAAAG-3’  
TSGA10  (F2)  5’ -CAAGACGCCCATCACCAACTGCC-3’  
TSGA10  (R2)  5’-GAGAATAGCSTGTGCCGTTG-3’  
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 از سـوي ديگـر،   .):3Johnsen Score-7 (اسپرماتيد بـود 
در بررســي هيــستوپاتولوژي داراي  %)2/20(  بيمــار17

 در بافت بيضه بودند    )هيپواسپرماتوژنز(مقداري اسپرم   
)9-8Johnsen Score:(ــار   ؛ ــه انتظ ــور ك ــان ط ــي هم  ول

رفت، اسپرماتوژنز كامل و بدون نقص در هيچ يك از            مي
 .بيماران مشاهده نشد

بيـــان ژن  :هـــاي بيـــضه  در نمونـــهTSGA10بيـــان ژن 
TSGA10  قابــل  %)9/36( بيمــار 31بيــضه در نمونــه

حـداكثر  %) 5/15( بيمار   13تشخيص بود كه از اين تعداد       
 4 و   2.  داشـتند   PCRبيان را با پاسـخ مثبـت در هـر دو            

 بيمـار   12بيـان خفيـف و متوسـط و         به ترتيب   بيمار هم   
  . دوم داشتندPCRبيان قوي در 

 بيمـاري كـه در      17از نظر هيـستوپاتولوژي، در تمـامي        
، ):8Johnsen Score-9 ( اسـپرم داشـتند  ، بيـضه بيوپسي

داراي كــه  بيمــار 27در .  بيــان شــده بــودTSGA10ژن 
، ):3Johnsen Score-7 ( متوسـط بودنـد  Johnsenامتياز 

 بيمـار بيـان نـشده       12 بيمار بيان شـده و در        15ژن در   
   ،Johnsenتــرين ســطح بيــان ژن در امتيــاز  پــايين. بــود

اي حايز امتيـاز كمتـر از آن،        ه  بود و در نمونه    5/4برابر  

  بيـــان ژن در هـــيچ كـــدام . بيـــان ژن مـــشاهده نـــشد
ــهاز  ــاي  نمونـــ ــاز هـــ ــايينJohnsenداراي امتيـــ     پـــ

)2-1Johnsen Score: (قابل مشاهده نبود )  در ). 2شـكل
 در بيمـاران مـورد مطالعـه،        TSGA10مجموع بيـان ژن     

 داشت؛ به طوري كه     Johnsenداري با امتياز     يرابطه معن 
 احتمـال بيـان ژن نيـز افـزايش          Johnsen افزايش عدد    با

  .)2شكل  ()>0001/0t-Test: p (يافت مي
ــرمي   ــطح س ــر  LH و FSHس ــي از نظ ــاران منف  در بيم

آميزي  با رنگ % 5/1ز   برروي ژل آگارو   TSGA10 ژن   PCRنتايج   -2شكل  
هاي سرتولي و بيمـاران       بيماران دچار سندرم سلول   :  2 و 1. بروميد اتيديوم 

 بيمـــاران دچــار توقـــف در مرحلــه اســـپرماتوگوني،   :  3بــدون ســلول؛   
ــپرماتوژنزيس؛ : 7-4 ــف اسـ ــار توقـ ــاران دچـ ــاران داراي :  9 و   8بيمـ بيمـ

  ل مثبت  به عنوان كنترPGM1). آب(كنترل منفي :   10هيپواسپرماتوژنزيس؛
  a:PGM1 ،b:TSGA10 first PCR ،c:TSGA10 second PCR. كاررفته است به

 ناباروري و نكننده به مركز درما  بيماران دچار آزواسپرمي غيرانسدادي مراجعه شاخصهاي دموگرافيك- 1جدول 
  .(CI: Confidence Interval) 1383- 84سينا، قط مكرر ابنس

  9/36- 9/33 (4/35(  (CI %95)، ميانگين )سال(سن 
  1/9 -7/6 (9/7(  (CI %95)، ميانگين )سال(مدت ناباروري 

  14%)7/16(  سابقه فاميلي ناباروري مردان 

  9%)7/10(   كريپتوركيديسم

ت 
كلا

مش
قه 

ساب
  

ضه
 بي

لي
كام

ت
  1%)2/1(  ژنيكوماستي  

  5/12-5/9(0/11(  (CI %95)، ميانگين )cm(اندازه 
  52%)9/61(  نرمال

  16%)0/19(  نيمه نرم 

ضه
 بي

نه
عاي

م
  

  قوام 

  15%)9/17(      ً     كاملا  نرم 
  5/26-1/17 (8/21(  (CI %95) ، ميانگينFSH (IU/L)سطح سرمي 
  8/12-8/7(3/10(  (CI %95)، ميانگين LH(IU/L)سطح سرمي 

  9/7 -7/4(3/6(   (CI %95) ، ميانگين(ng/ml)وسترون سطح سرمي تست
  0/3 -3/2(7/2(  (CI %95)حجم، ميانگين 

PH ميانگين ،(95% CI)  )49/7-31/7(40/7  

ع 
ماي

يز 
نال
آ

ني
م

  

4/308-7/246 (6/277  D(  (CI %95)، ميانگين (ng/dl)فروكتوز 
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TSGA10   داري بالاتر و انـدازه بيـضه در           به طور معني
آناليز كوواريـانس   . اين گروه كوچكتر از گروه ديگر بود      

دار ناشـي از     ين ـانجام شده نشان داد كه ايـن تفـاوت مع         
در مجمـوع   ). 2جـدول   (بيان يا عدم بيان ژن نبوده است        

 بيمار سابقه خانوادگي ناباروري در مـردان داشـتند          14
با اين حال،   . كه نيمي از آنها از نظر بيان ژن منفي بودند         

ــ ــان ژن   يرابطــه معن ــين ســابقه خــانوادگي و بي داري ب
 .مشاهده نشد

  

  بحث
بيشتر از نظر وجـود      1ناختهمردان با علت ناش   ناباروري  
هــاي ژنتيكــي و نقــايص كرومــوزومي بررســي  ســندرم

انـد    با اين حال، تعدادي از مطالعات نـشان داده        . شود  مي
توانـد باعـث مـشكل در         كه بروز اختلال در ژنها نيز مـي       

. )12 (روند اسپرماتوژنز و به دنبال آن نابـاروري شـود    
ــوزوم  TSGA10ژن  ــر روي كرومـ ــه بـ ــماره  كـ    2شـ

شود كه    رار دارد، در موش منجر به توليد پروتئيني مي        ق
در دم اسـپرم     2غـلاف فيبـري   به عنوان سـاختار اصـلي       

 گردد  كند و باعث حركت رو به جلوي اسپرم مي          عمل مي 
 به عنوان يك ژن     TSGA10رسد كه ژن      به نظر مي  . )10(

هاي ژرمينال در روند باروري مـردان         مخصوص سلول 
و همكـاران نـشان      ، مدرسـي  2001در سال   . مؤثر باشد 

                                                 
1- Unexplained 
2- Fibrous Sheath  

دادند كه اين ژن تنها در بافت بيضه بيـان شـده و بيـان               
ايـن  . شـود   مـشاهده نمـي    طبيعـي هاي   آن در ساير بافت   

تواند به عنوان يـك        مي TSGA10مطالعه پيشنهاد داد كه     
 .)8 ( اسـپرماتوژنز مطـرح باشـد   درلوكوس مورد نيـاز  

دهنده بيان ژن در برخي سـرطانها        مطالعات بعدي نشان  
  . )9 ( نيز بوده استALLاز جمله 
اي است كـه بـراي بررسـي     ، اولين مطالعه  حاضرمطالعه  

 بيمــار 84 در بافــت بيــضه TSGA10 ژن mRNAبيــان 
بـا علـت ناشـناخته      آزواسپرمي غيرانـسدادي    مرد دچار   

 نيمه كمي بـه    RT-PCRدر اين مطالعه،    . انجام شده است  
 به منظور تعيين شدت بيان ژن اسـتفاده         nestedصورت  

اي از    شد و بوسيله امتيازدهي هيـستوپاتولوژي، مرحلـه       
شـود، تعيـين       بيان مي  TSGA10اسپرماتوژنز كه در آن     

 بيمـار بـا     17 در تمـامي     TSGA10بر اين اساس،    . گشت
بيـان ايـن ژن در مـردان        .  بيان شـد   طبيعياسپرماتوژنز  

و  در اسـپرماتوژنز     دچار آزواسپرمي با ميـزان اخـتلال      
هـاي    در نمونه  TSGA10 .ارتباط داشت  Johnsenامتياز  

ان  ولـي در بيمـار  ؛بيان شد  5/4امتياز بيشتر از    بيضه با   
با اين حـال، ماهيـت      . شد حايز امتيازات پايينتر بيان نمي    

ست كه امكـان     ا اي  به گونه  Johnsenامتيازدهي به روش    
ــه ژن در آ   ــپرماتوژنز ك ــطحي از اس ــين س ــان تعي ن بي

پيش از اين نيـز در برخـي        . سازد شود را مشكل مي    نمي

كننده به مركز   مراجعه در بيماران دچار آزواسپرمي غيرانسداديLH و  FSH با اندازه بيضه و سطح سرميTSGA10رابطه بيان  - 2جدول 
  1383- 84سينا،  ناباروري و سقط مكرر ابنندرما

TSGA10 P-value   بيانTGSA10  
 t-test ANCOVA1a ANCOVA2b منفي مثبت  پارامترها

  FSH (IU/L)ميانگين سطح سرمي 
(95% CI)  

7/9  
)7/14-8/4(  

1/28  
)1/34-1/22(  0001/0<  045/0  33/0  

  LH (IU/L)ميانگين سطح سرمي 
(95% CI)  

7/5  
)3/7 -4(  

5/12  
)1/16-0/9(  0001/0<  005/0  40/0  

  (cm) ميانگين اندازه بيضه
(95% CI)  

1/16  
)6/18-6/13(  

2/8  
)6/9 -8/6(  0001/0<  32/0  55/0  

a :    ي مردان، سابقه هرگونه اختلال تكـاملي يـا پاتولوژيـك           سازي سن، مدت ناباروري، سابقه خانوادگي نابارور       آناليز كوواريانس پس از همسان
   سازي آناليز كوواريانس پس از همسان: b. رونـوستـ و تستLH, FSHهاي  ونـورمـي هـرمـها، سطح س ي بيضهـه بالينـج معاينـها، نتاي بيضه

 Johnsenفاكتورهاي بالا به همراه امتياز 
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هــاي امتيــازدهي   مطالعــات، اســتفاده از ســاير روش  
   مولكولي ديگر نيز پيشنهاد1هاي پاتـولـوژيك و شاخص

  . )13 (شده است
ــر  ــه حاضـ ــار از 7 در TSGA10ژن در مطالعـ  14 بيمـ

بيماري كه سابقه نابـاروري مـردان در بـستگان درجـه            
اگرچـه رابطـه بيـان ژن و        . شتند، بيان نشده بـود    اول دا 

دار نبود، با اين حال در ايـن بيمـاران      يسابقه فاميلي معن  
  . تواند عامل ناباروري باشد ژن فوق مي

 نداشـتند،  TSGA10در بيماراني كه بيـان   در اين مطالعه    
 افـزايش و     LH و   FSHداري سطح سـرمي      يبه طور معن  

 در ايـن    كوواريانس آناليز   .اندازه بيضه كاهش يافته بود    
                                 ً                                   گروه نشان داد كـه ايـن مـساله احتمـالا  در اثـر عوامـل                

هاي ژرمينال و     مثل نبود سلول   ،TSGA10ديگري به جز    
هاي اين تست آمـاري      ، اگرچه يافته  باشد  آزواسپرمي مي 

در تعداد نمونه مورد مطالعه در ايـن طـرح بـه صـورت              
 سـمينيفر، تنهـا     هـاي    لولهدر  . باشد كامل قابل اعتماد نمي   

، گيرنـده   FSHهاي سرتولي براي تـستوسترون و         سلول
هـاي سـرتولي در       كنترل تكثيـر سـلول     FSH .)14 (دارند

  توانـد    دوران جنيني و بلوغ را بـر عهـده دارد و لـذا مـي              
به عنوان شاخص توانايي اسـپرماتوژنز در بزرگـسالان         

ــار رود  ــه ك ــح . )15( ب ــط FSHترش ــوفيز، توس   از هيپ
Inhibin Bــضه ــرل مــي   آزاد شــده از بي ــا كنت ــردد ه . گ

در بيماران با سطح     FSHبنابراين، افزايش سطح سرمي     
توانـد بـه علـت        اسپرماتوگوني، مي هاي    سلولتر از       پائين

هـاي سـرتولي     و يا نقص سلولinhibin B مقدار ناكافي
 از طريـق    LHاز سوي ديگر، اثرات هورمون      . )16 (باشد

  هـاي ليـديگ در بيـضه        ولتوليد تستوسترون توسط سل   
 LHخود باعث تنظيم ترشح     تستوسترون  ايجاد شده كه    

افـزايش همزمـان سـطح      . )17( شـوند   از هيپوفيز هم مـي    
شود            ً                         هم معمولا  در مواردي ديده مي      LH و   FSHسرمي  

هـاي    كه تخريب و اختلال در بافت بيضه هم روي توبول         
   كاركردهاي ژرمينال و سرتولي و هم روي حاوي سلول

                                                 
1- Marker 

  .)18 (آندروژني بيضه صورت گرفته باشد
  

  گيري نتيجه
هـاي اخيـر بـه       هاي مولكـولي در سـال       استفاده از روش  

عنوان ابزار مفيدي در ارزيـابي اخـتلالات اسـپرماتوژنز          
در بيضه مردان دچار آزواسپرمي غيرانسدادي پيشنهاد       

هــاي  در ايــن ميــان بررســي بيــان ژن. )19 (شــده اســت
 اهميت بيـشتري بـه دليـل نقـش        مرتبط با حركت اسپرم،   

نتـايج ايـن    .)4 (مهم آن در توانايي باروري اسـپرم دارد 
 مولكـولي  شـاخص را به عنـوان يـك   TSGA10  ،مطالعه

 چرا كه بيان آن ؛كند بالقوه براي اسپرماتوژنز معرفي مي
ــاط    ــشرفت اســپرماتوژنز ارتب ــل پي ــا مراح ــضه ب در بي

 nested نيمـه كمـي بـه روش         RT-PCR. مشخصي دارد 
. باشد  روش مناسبي براي بررسي بيان ژن در بيضه مي        

هيستوپاتولوژي تشخيص  ييد  أتاين روش همچنين براي     
هـاي   كه دچـار سـندرم سـلول      هاي بافت بيضه      نمونهدر  

   . مفيد استباشند، سرتولي مي
نتايج اين مطالعه، دانش كنوني دربـاره مبـاني مولكـولي           

هـاي     علـت   را بـه عنـوان يكـي از        اختلال حركتي اسـپرم   
انجـام  به هر صورت،    . دهد   گسترش مي  ناباروري مردان 

 ژن  هـاي حاصـل از     پروتئينمطالعات كاملتر براي يافتن     
TSGA10   بافت بيضه و تاثير آن در حركـت اسـپرم          در

و بيــان ژن در مــوارد نابــاروري خــانوادگي در انــسان 
  .شود پيشنهاد مي

  

  تشكر و قدرداني
ــرا   ــات ف ــه از زحم ــسندگان مقال ــانم  نوي ــركار خ وان س

مركـز   از    و جنـاب آقـاي دكتـر مـدبري صـابر           بلورزاده
سينا به دليل همكاري       ابن درمان ناباروري و سقط مكرر    

ــه  ــد نمون ــراوان در فراين ــدرداني   ف ــاران ق ــري از بيم گي
پژوهـشكده  هـاي مـالي       تحت حمايت اين مطالعه   . كنند  مي

 سينا ـ ابن   هاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي      فناوري
  .انجام گرفت

  

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


 ...دكتر اعرابي و                                                                                                                  زواسپرمي انسدادي آمبتلايان به يضه ب در TSGA 10بيان 

186 85پاييز / فصلنامه باروري و ناباروري

   
References 
 

1- Shefi S, Turek PJ. Definition and current evaluation of 
subfertile men. Int Braz J Urol. 2006;32(4):385-97. 

 

2- Matzuk MM, Lamb DJ. Genetic dissection of mamma-
lian fertility pathways. Nat Cell Biol. 2002;(4 Suppl): 
41-9. 

 

3- Hecht NB. The making of a spermatozoon: a molecular 
perspective. Dev Genet. 1995;16(2):95-103. 

 

4- Turner RM. Tales from the tail: what do we really 
know about sperm motility? J Androl. 2003;24(6):790-
803. 

 

5- Blouin JL, Meeks M, Radhakrishna U, Sainsbury A, 
Gehring C, Sail GD, et al. Primary ciliary dyskinesia: a 
genome-wide linkage analysis reveals extensive locus 
heterogeneity. Eur J Hum Genet. 2000;8(2):109-18. 

 

6- Turner RM, Musse MP, Mandal A, Klotz K, Jayes FC, 
Herr JC, et al. Molecular genetic analysis of two 
human sperm fibrous sheath proteins, AKAP4 and 
AKAP3, in men with dysplasia of the fibrous sheath. J 
Androl. 2001;22(2): 302-15. 

 

7- Gadella BM, Van Gestel RA. Bicarbonate and its role 
in mammalian sperm function. Anim Reprod Sci. 
2004;82-83: 307-19. 

 

8- Modarressi MH, Cameron J, Taylor KE and Wolfe J. 
Identification and characterisation of a novel gene, 
TSGA10, expressed in testis. Gene. 2001;262(1-2):249 
-55. 

 

9- Mobasheri MB, Modarressi MH, Shabani M, Asgarian 
H, Sharifian RA, Vossough P, et al. Expression of the 
testis-specific gene, TSGA10, in Iranian patients with 
acute lymphoblastic leukemia (ALL). Leuk Res. 2006; 
30(7):883-9. 

 

10- Modarressi MH, Behnam B, Cheng M, Taylor KE, 
Wolfe J, van der Hoorn FA. Tsga10 encodes a 65-kilo-
dalton protein that is processed to the 27-kilodalton 
fibrous sheath protein. Biol Reprod. 2004;70(3):608-
15. 

 

11- Johnsen S. Testicular biopsy score count- A method  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

for registration of spermatogenesis in human testes: 
normal values and results in 335 hypogonadal males. 
Hormones. 1970;1:2-25. 

 

12- Huynh T, Mollard R, Trounson A. Selected genetic 
factors associated with male infertility. Hum Reprod 
Update. 2002;8(2):183-98. 
 

13- Schrader M, Muller M, Schulze W, Heicappell R, 
Krause H, Straub B, et al. Quantification of the expre-
ssion level of the gene encoding the catalytic subunit of 
telomerase in testicular tissue specimens predicts 
successful sperm recovery. Hum Reprod. 2002;17(1): 
150-6. 

 

14- Walker WH, Cheng J. FSH and testosterone signaling 
in Sertoli cells. Reproduction. 2005;130(1):15-28. 

 

15- De Gendt K, Swinnen JV, Saunders PT, Schoonjans 
L, Dewerchin M, Devos A, et al. A Sertoli cell-selec-
tive knockout of the androgen receptor causes sper-
matogenic arrest in meiosis. Proc Natl Acad Sci USA. 
2004;101(5):132-7. 

 

16- Steger K, Rey R, Louis F, Kliesch S, Behre HM, 
Nieschlag E, et al. Reversion of the differentiated phe-
notype and maturation block in Sertoli cells in patho-
logical human testis. Hum Reprod. 1999;14(1):136-43. 

 

17- Handelsman DJ, Spaliviero JA, Simpson JM, Allan 
CM, Singh J. Spermatogenesis without gonadotropins: 
maintenance has a lower testosterone threshold than 
initiation. Endocrinology. 1999;140(9):3938-46. 

 

18- Anawalt BD, Bebb RA, Matsumoto AM, Groome 
NP, Illingworth PJ, McNeilly AS, et al., Serum inhibin 
B levels reflect Sertoli cell function in normal men and 
men with testicular dysfunction. J Clin Endocrinol 
Metab. 1996;81(9): 3341-5. 

 

19- Weikert S, Schrader M, Muller M, Schulze W, 
Krause H and Miller K. Expression levels of the inhi-
bitor of apoptosis survivin in testes of patients with 
normal spermatogenesis and spermatogenic failure. 
Fertil Steril. 2005;83(Suppl 1):1100-5. 

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


