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 چكيده
وظيفه . اشدآكروزيـن پروتـئازي است كه بصورت غير فعال پروآكروزين در آكروزوم اسپرم واقع مي ب             

اخيراً نيز وظيفه ديگري براي آكروزين در واكنش        . ايـن آنـزيم شناسـايي و هضم زونا پلوسيدا مي باشد           
جهـت بررسـي وظـيفه ايـن پروتئين در باروري بوسيله تكنيك             . آكروزومـي در نظـر گرفـته شـده اسـت          

لولهاي بنيادي جنيني   ابتدا در س  . هدفگـيري ژنـي، موشـهايي تولـيد شـدند كه فاقد اين پروتئين مي باشند               
ESC) (           بوسيله اين سلولها موشهاي كايمر توليد شدند و        . يكـي از آلـل هـاي آكروزين از كار انداخته شد

بعـد از جفـت گيري اين موشها با موشهاي معمولي سلولهاي جنسي كه ژن آكروزين در آنها مختل شده                   
وت موشهاي هموزيگوت توليد گشتند  از جفتگيري موشهاي هتروزيگ   . بـود را بـه نسـل بعـد انـتقال دادند           

موشهايي كه در اسپرمشان  فاقد آكروزين بودند بطور         . ومطالعـات بعدي روي اين موشها انجام پذيرفت       
طبيعـي بـارور بـوده و هـيچگونه تفاوتـي بـا موشـهاي طبيعي نشان نمي دادند اما در لقاح خارج رحمي                        

(IVF)     اين معرف نقش اكروزين .  تاخير بارور مي نمودند اسپرمهايي كه فاقد آكروزين بودند تخمك را با
سوال طرح شده بعدي اين كه آيا اين تاخير مي تواند نقشي در باروري و               . در سـرعت لقـاح تخمـك بـود        

مشاهده شد اسپرمهايي كه فاقد      DMSOبـا سـخت نمـودن زوناپلوسـيدا بوسيله          . نابـاروي داشـته باشـد     
همچنين افزايش نگهداري در محيط     . بـارور مـي نمايـند     آكروزيـن هسـتند درصـد كمـتري از تخمكهـا را             

آزمايشـگاه، مـيزان بـاروري كمـتري بوسـيله اسـپرمهايي كـه فـاقد اكروزيـن انجام مي شود را موجب                                
اين نتايج نشان مي دهد كه نبود آكروزين همراه با عواملي ديگر مي تواند نقشي در ناباروري                 . مـي شود  

 .ردانه در آن دخيل هستند را داشته باشدمركب كه عوامل زنانه و م
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 مقدمه

در آكروزوم اسپرم پروتئين هاي متعددي وجود دارد 
كـه بـراي بـرخورد اسـپرم بـا تخمـك و ورود اسپرم به                

اكثراين پروتئين ها   .مـي باشـند   óحائزاهميـت óداخـل تخمـك   
آنـزيم هـاي هيدروليتيك بوده كه خاصيت هضم كنندگي          

يكـي از ايـن آنـزيم هـا سرين پروتئازي است كه             . دارنـد 
در تمامي .   نـام گرفـته اسـت   (EC 3.4.21.10)آكروزيـن  

پسـتانداران آكروزيـن شامل سه قسمت زيموژن، قسمت         
قسمت انتهاي  ). ١(كاتاليتـيك و قسـمت انتهايـي مي باشد          

ــي  ــوژن(آمين ــتانداران  ) زيم ــيك در پس ــمت كاتاليت و قس
مخـتلف داراي شـباهت نسـبي بـوده و داراي توالي هاي             

قسمت . داختصاصـي خـانواده سرين پروتئازها مي باشن       
از لحاظ پرولين غني    ) قسمت انتهايي (انـتهاي كربوكسيلي    

بوده و داراي شباهت چنداني در پستانداران مختلف نمي         
ايـــن قســـمت مخـــتص آكروزيـــن بـــوده و در  . باشـــد

 .پروتئازهاي ديگر يافت نمي گردد

آكروزيـن در ابـتدا بصـورت غـير فعال پروآكروزين           
مي  و آزاد شدن تولـيد گرديده و در هنگام واكنش آكروز  

ايـن آنـزيم، بـا شكسته شدن قسمت  ابتدايي آن به شكل              
 .فعال خود، آكروزين تبديل مي گردد

بـراي آكروزيـن تـا بحـال چند نقش در رابطه با لقاح              
. از آنجا كه آكروزين يك آنزيم است      . فرض گرديده است  

٢(يكي از نقشهاي آكروزين هضم زوناپلوسيدا مي باشد         
 اكروزين اتصال اختصاصي اسپرم به      از ديگر نقشهاي  ). 

 ).٢(زوناپلوسيدا مي باشد 

تـا كـنون چند سيستم آزمايشگاهي جهت بررسي نقش          
يكي از  ) ٣(آكروزين در فرآيند لقاح راه اندازي شده است         

ايـن سيسـتم ها ايجاد موش هايي است كه فاقد آكروزين            
در اين موشها كه بوسيله تكنيك هدف گيري ژني         . باشـند 
ركيبـي همگون توليد مي شود ژن خاصي را بطور          يـا نوت  

و با  از كار انداختن آن از ) ٤(اختصاصـي از كار انداخته     
سپس با  . سـنتز پروتئيـن مـربوطه جلوگـيري مـي نمايند          

انجـام آزمايشـهايي در روي موشهاي فاقد پروتئين فوق          
 .نقش آن پروتئين مورد بررسي قرار ميگيرد

مقاله ژن آكروزين موش    در تحقـيقات ارائـه شده در اين         
بوسـيله هـدف گـيري ژنـي از كـار انداخـته شده و نقش                

 .آكروزين در باروري مورد بررسي قرار گرفته است
 

 مواد و روشها

  ساخت ژن نوتركيب-١

 آكروزين موش جهت جداسازي     cDNAقطعـه اي از       
ــت   ــرار گرف ــورد اســتفاده ق ــي م ــات ژنوميك ــون . قطع كل

انتخاب و پس از    كاسـميدي حـاوي ژن آكروزيـن مـوش          
 قطعه اي از ژن در      EcoRI/KpnIهضم بوسيله آنزيمهاي    

با استفاده از اين، ژن . بلواسـكريپت كلـون گرديد   وكـتور 
نوتركيبـي حاوي نئومايسين و تيميدين كيناز ساخته شد         

 ٥در ايـن ژن نوتركيب قسمتهايي از اكسون         ) . A١شـكل (
فته ژن آكروزين با ژن نئومايسين مورد تعويض قرار گر        

 خطي شده و    NotIاين ژن نوتركيب بوسيله آنزيم      . اسـت 
 مورد استفاده قرار ١براي وارد كردن در سلولهاي بنيادي

 .گرفت

 و توليد موشهاي    (ES) كشـت سلولهاي بنيادي جنيني       -٢
 )Chimer(كايمر 

 بعد از كشت براي     R1دودمان سلولهاي بنيادي جنيني   
 قــرار         مــورد اســتفاده PAوارد نمــودن ژن نوتركيــب  

مقداري از اين سلولها پس از تريپسينه كردن        ). ٤(گرفـت   
ــا ــب ٥٠ب ــيكروگرم از ژن نوتركي ــوط شــده و PA م  مخل

 بــه F٥٠٠ وV٢٥٠بوســيله الكتروپوراســيون در شــرايط 
سلولها در يك محيط غير .  وارد گرديدESداخل سلولهاي 

انتخابي بر روي لايه اي از سلولها فيبروبلاست مقاوم در       
بعد از كشت محلول حاوي     .  كشت داده شدند   G418رابر  ب

G418 بــه مقــدار µg/mlو گانســي كلويــر بــه مقــدار ٣٥٠ 
µg/mlبـه سلولها اضافه شده و سلولهايي مقاوم كه در   ٢ 

                                                           
1- Embryonic Stem Cell:ES 
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  و حــاوي ژن نوتركيــب بطــور همگــون               G418برابــر 
 .مورد انتخاب قرار گرفتند

، DNAخليص  بـراي بررسـي بهتر اين سلولها، بعد از ت         
 مورد هضم قرار گرفت و پس       EcoRI با آنزيم    DNAاين  

. از الكـتروفورز بـر روي غشاي نيتروسلولز منتقل شدند         
 آكروزين نشاندار بوسيله    DNAايـن بلات با قطعه اي از        

32P)    شـكلAجفـت   ) ١(hybrid)      شدند و پس از گذاشتن 
فـيلم بـر روي اين غشاء و ظاهر نمودن آن سلولهايي كه             

 ژن نوتركيـب بصورت همگون بودند داراي دوباند         داراي
 ).B١شكل (و بقيه داراي يك باند بودند 

از ايـن سـلولها پس از تزريق به بلاستوسيست جهت           

موشهاي كايمر بعد از          . توليد موشهاي كايمر استفاده شد    
جفـت گـيري بـا موشـهاي معمولـي براي توليد موشهاي             

اي تولـــيد هـــتروزيگوت و موشـــهاي هـــتروزيگوت بـــر
موشهاي هموزيگوت مورد استفاده قرار گرفتند موشهاي       

 . نام گرفتند-/-PRRفاقد آكروزين در هر دو آلل 

 RNA(Northern Blot) آناليز -٣

ــراي تخلــــــــــــيص   از كيــــــــــــت                   RNAبــــــــــ
RNA NOW (ITC Biotechnology)استفاده شد  .RNA 

ي هموزيگــوت پــس از تخلــيص شــده از بيضــه موشــها 
جداسـازي در ژل آگـارز حاوي فرمالدئيد بر روي غشاء           

اين غشا براي هيبريديزاسيون بايك     . نـايلون منتقل شدند   
  نشاندار شده آكروزين مورد استفاده قرار        cDNAقطعه  
 .گرفت

  تست باروري-٤

 موش  ٥پـنج مـوش مذكـر كه فاقد آكروزين بودند با            
د از حاملگـي و تولد      مـاده معمولـي جفـت زده شـدند بع ـ         

براي . نـوزادان، تعـداد موشها مورد شمارش قرارگرفتند       
 از موشــهاي فــاقد آكروزيــن (IVF)لقــاح خــارج  رحمــي 

ــيه دم     ــپرم از ناح ــازي اس ــس از جداس ــد پ ــتفاده ش اس
(cauda)           اپـي ديديـم اسـپرمها در محيط آزمايشگاهي در 

ــند لقــاح پــس از زمانهــاي . تخمكهــاي معمولــي قرارگرفت
 متوقف شده   M16ا شستن تخمكها در محلول      مشـخص ب  

ــدري و مــادري    ٦ (PN)و حضــور پــيش هســته هــاي پ
ساعت بعد از توقف لقاح مورد بررسي قرار ميگرفت روز         
 .بعد نيز تعداد دوسلولي ها مورد شمارش قرار مي گرفت

  سخت نمودن لايه زوناپلوسيدا-٥

بـراي سـخت نمودن زوناپلوسيدا، سلولهاي تخمك به         
ــدت  ــرض ٣٠م ــيقه در مع ــاي           DMSO١ دق ــه غلظــت ه  ب

اين تخمكها سپس   .  مـولار قرار گرفتند    ٢/١ و   ١،  ٨/٠،  ٦/٠
برخي . براي لقاح خارج رحمي مورد استفاده قرار گرفتند       

 HCGاز تخمكهـا نـيز بـه مدتهـاي متفاوت بعد از تزريق              

                                                           
1- Dimethyl Sulfoxide 

 
 براي وارد نمودن(A) ساخت ژن همجوش نوتركيب      -١شكل  
DNA ســاترن بــلات (B)در شــكل .لاستوسيســت هــادر ب

و هموزيگوت/+) -(، هـتروزيگوت    (+/+)موشـهاي طبيعـي     
 نشانگر اين مطلب(C)شكل  . نشـان داده شده است    )  -/-(

ــهاي ــه موش ــن در بيض ــكرپيت آكروزي ــه ترانس ــت ك اس
وجود ندارد و اين ترانسكرپيت در بيضه) -/-(هموزيگـوت   

 . تقليل يافته است/+)-(موشهاي هتروزيگوت 
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 تاخـير اسـپرمهايي كه فاقد آكروزين مي باشند-٢شـكل   

)-/-PRR ( در باروري تخمكها نسبت به اسپرمهاي طبيعي
 +/+)WT.( 

كشـت داده شـدند و سپس براي لقاح خارج رحمي مورد            
 .داستفاده قرار گرفتن

 
 نتايج و بحث

در تحقـيق حاضـر ژن آكروزين موش بوسيله روش          
هدفگـيري ژنـي از كار انداخته شد و وظيفه آكروزين در            

 DNA. بـاروري در ايـن موشها مورد مطالعه قرار گرفت         
 جهت  Sv/129تخلـيص شـده از يـك بانك ژنوميك موش           

سـاخت ژن همجـوش مورد استفاده قرار گرفت، ابتدا ژن           
 جــاگذاري شــده و ســپس  ژن ٥ اگــزون نئومايســين در
  هرپس سيمپلكس در قسمت انتهاي       (TK)تيميديـن كيناز    

 (PA)ايـن ژن همجوش     .  ژن همجـوش قـرار داده شـد        5′
جهــت هدفگــيري ژنــي در ســلولهاي بنــيادي جنينــي                                   

(R1)اتصــال هدفــدار بــه داخــل ژنــوم . بكــار گرفــته شــد
  در ساترن بلات مورد      ′3تهاي    قسـمت ان    DNAبوسـيله   

 بوسيله  DNAدر صـورت هضـم      . بررسـي قـرار گرفـت     
 و لوكــوس ٥/١٣ kb ، لوكــوس طبيعــي  EcoR1آنــزيم 

سه كلون بطور ). B١شكل  ( مي باشند    ٢/١٥ kbنوتركيـب   
اين . نوتركيبي همگون، ژن همجوش در آنها متصل گرديد   

 كلونها براي تزريق در بلاستوسيست مورد استفاده قرار       

 موش كايمر بدست آمد كه هر دو     ٢گرفـت از ايـن تزريق       
از . ژن نوتركيب مورد نظر را به نسل بعد انتقال مي دادند        

جفتگـيري ايـن دو مـوش بـا موشـهاي طبيعـي موشهاي              
از جفتگــيري موشــهاي ). B١(هــتروزيگوت تولــيد شــدند 

. هـتروزيگوت بـا هـم، موشـهاي هموزيگـوت توليد شدند           
وزيگوت نر و ماده هيچگونه موشـهاي هـتروزيگوت و هم   

جهت . اختلالي را نشان نداده و بطور طبيعي بارور بودند        
ــهاي     ــه موشـ ــن در بيضـ ــيان ژن آكروزيـ ــي بـ بررسـ

 RNAهـتروزيگوت و هموزيگـوت ، از بيضه اين موشها           
كـل تخلـيص گـرديد و در نورتـرن بـلات مـورد تحليل و               

 آكروزين  +/+)(در موشهاي طبيعي    . بررسـي قرار گرفت   
ــورت ــتروزيگوت  بصـ ــهاي هـ ــادي و در موشـ  (-/+) عـ

ــرديد    ــي گ ــيان م ــته ب ــاهش ياف ــهاي . بصــورت  ك موش
 كـه ژن آكروزيـن در آنها از كار افتاده           (-/-)هموزيگـوت   

ــن در بيضــه مــي باشــند       ــيان ژن آكروزي ــاقد ب اســت، ف
جهــت بررســي دقيقــتر بــيان ژن آكروزيــن   ). 1Cشــكل (

ــلات در     ــرن ب ــل از نورت ــيجه حاص ــورد RT-PCRنت  م
بــيان ژن آكروزيــن در موشــهاي . بررســي قــرار گرفــت

ايـن نتايج نشان مي     . مشـاهده نگـرديد   ) -/-(هموزيگـوت   
ــاقد     ــوت ف ــهاي هموزيگ ــه موش ــد ك ــراي mRNAده   ب

 .آكروزين مي باشند
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 بـر روي زوناپلوسيدا بر ميزان باروريDMSO اثـر    -٣شـكل   
در ) PRR-/-(اسـپرمهايي كـه فـاقد آكروزيـن مـي باشند            

 (WT)عي مقايسه   با اسپرمهاي طبي
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 ٤٢ ٧٩پاييز / فصلنامه باروري وناباروري

در بررسـي قسـمت بـاروري،  تمامـي اين موشها بارور             
بدين جهت  . بـوده و هيچگونه اختلالي را نشان نمي دادند        

قيق تر اسپرم موشهاي حاصل از روش       بـراي بررسـي د    
همانطور كه  .  اسـتفاده گـرديد    (IVF)لقـاح خـارج رحمـي       

نشـان مـي دهد اسپرم موشهاي فاقد آكروزين         ) ٢(شـكل   
(PRR-/-) ســـاعت پـــس از افـــزودن اســـپرم بطـــور          ٣ 

معنـــي داري تعـــداد كمـــتري از تخمكهـــا را بـــارور                   
 ساعت بسيار كمتر    ٤س از   اين تغيير پ  ) >٠٥/٠P.(مي كنند 
ايـن نـتايج نشـان مـي دهـد كـه اسـپرمهاي فاقد               . گـرديد 

 .آكروزين بطور آهسته تري تخمك را بارور مي نمايند

علاوه بر اين پس از سخت شدن زوناپلوسيدا بوسيله         
DMSO    ــتري از ــداد كم ــن تع ــاقد آكروزي ــپرمهاي ف  اس

). ٣شـــكل ) (>٠٥/٠P(تخمكهـــا را بـــارور مـــي نمايـــند 
يـي كـه بيشـتر در محيط آزمايشگاهي كشت داده           تخمكها

شـدند بـه ميزان كمتري توسط اسپرمهاي فاقد آكروزين           
ــارور مــي شــوند  بررســي بافــت ). ٤شــكل ) (>٠٥/٠P(ب

شناســي بيضــه و مورفولوژيــك اســپرم موشــهاي فــاقد 
آكروزيـن نشـانگر اين مطلب است كه بيضه و اسپرم اين      

. شان نمي دهندموشها تفاوتي نسبت به موشهاي طبيعي ن 
نـتايج مذكـور نشـان مـيدهد كـه آكروزيـن به تنهايي در               

البته اين . بـاروري تخمـك داراي نقـش اساسي نمي باشد    
ــان                      ــير نشـ ــي تاخـ ــارج رحمـ ــاح خـ ــپرمها  در لقـ اسـ

اگـر اسـپرمهاي داراي آكروزين با اسپرمهاي     . مـي دهـند   
خارج  فـاقد آكروزيـن بـا يكديگر مخلوط گردند و در لقاح       

 بكارگرفـته شـوند، تـنها اسپرمهاي داراي         (IVF)رحمـي   
اين مطلب ناشي   . آكروزيـن قادرند تخمك را بارور نمايند      

از تاخـيري اسـت كـه اسـپرمهاي فـاقد آكروزين از خود              
در ايـن حالت اسپرمهاي طبيعي تخمك را        .نشـان ميدهـند   

ــيله      ــك بوس ــدن تخم ــارور ش ــانع ب ــوده و م ــارور نم ب
 . زين مي گردنداسپرمهاي فاقد آكرو

البـته در انسـان در برخـي مطالعـات در انسان نشان                      
٧(مـي دهد كه كمبود آكروزين باعث ناباروري مي گردد           

در مـواردي نـيز كمـبود آكروزيـن نابـاروري ايجاد          ). ٥-
اين مطلب نشانگر اين است كه كمبود آكروزين        . نمـي كند  

. باروري نمايدهمراه با فاكتورهاي ديگر مي تواند ايجاد نا
ــدن      ــيق حاضــر ســخت ش ــاي تحق ــته ه ــر اســاس ياف ب
زوناپلوسـيدا همـراه بـا كمـبود آكروزين مي تواند ايجاد            

در انسـان نيز برخي تخمكها كه  . نابـاروري نسـبي نمـايد    
داراي زوناپلوسيداي سخت يا قطورتر از زوناي معمولي        
مـي باشـند، در لقـاح خـارج رحمي داراي ميزان باروري             

البته احتمال دارد كه در غياب      ). ٨-١٠(اشند  كمـتري مي ب   
آكروزيـن آنـزيم هـاي ديگري در آكروزوم نقش آنرا بر            
 .عهده گرفته ودرنتيجه تاثيري در باروري ديده نمي شود

بـر اسـاس ايـن نـتايج آكروزيـن همراه با فاكتورهاي        
ديگـر در بـاروري موثـر بوده و كمبود يا اختلال عملكرد             

 .اروري تركيبي نمايدآن مي تواند ايجاد ناب
 

 تشكر و قدرداني

پـروژه حاضـر در انسـتيتو ژنتـيك انسـاني گوتينگن            
وابسـته به دانشكده پزشكي شهر  گوتينگن و با همكاري           

مخارج پروژه از   . پژوهشـكده ابن سينا انجام گرفته است      
طـرف سـازمان پژوهشـهاي آلمـان بوسـيله طـرح ويژه             

 . تامين گشته است(SFB271) ٢٧١شماره 
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بر روي IVF تاثـير كشـت تخمكهـا و زيان شروع           -٤شـكل   
در.  مي باشند    (-/-PRR)باروري اسپرمهايي كه فاقد آكروزين      

 مورد استفاده قرار گرفته(WT)كنـترل اسـپرمهاي طبيعـي       
 .است
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