
 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

242 

در  jhdm2aاز ژن  12و بخشي از اينترون  23و  13 ياگزونهاشناسايي موتاسيون در 
  انسان و ارتباط آن با ناباروري مردان

  2محمد حسين نصر اصفهاني و *1، زهره حجتي1الهه سليمانپور

  دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي، بخش ژنتيكاصفهان،  1
  وه آندرولوژيگرموسسه رويان، اصفهان،  2

  14/5/91 :تاريخ پذيرش    2/6/90 :تاريخ دريافت

 چكيده

JHDM2A )دمتيلاز حاوي دمين  هيستونJmjC ( ،يك تنظيم كننده كليدي تغييرات اپي ژنتيكي است كه در بيضه بيان مي شود
 JHDM2A .در حالت مونو و دي متيله، دمتيله مي كند را 3هيستون 9براي اسپرم زايي ضروري است و به طور اختصاصي ليزين 

كه محصول آنها براي  پروتامينها ،و ي گذراي هسته ا يپروتئينهامركزي پروموتر  طقامن روي يا غير مستقيم به طور مستقيم
مرد نابارور كه در آزمايش اسپرموگرام ثابت شده  150 در اين مطالعه. گذارداثر مي، فشرده سازي كروماتين اسپرم نياز است

 Clustalبر اساس مطالعات بيوانفورماتيكي و با استفاده از نرم افزار . مورد مطالعه قرار گرفتند تند،آزوسپرم و اوليگوسپرم هس
 23 اگزون و  12، بخشي از اينترون  13اگزون . تخمين زده شد درصد 91بين انسان و موش   jhdm2aميزان مشابهت ژن 

مورد   SSCPآنها با استفاده از تكنيك  PCRمحصول  .تكثير شدند PCRتوسط   و براي شناسايي موتاسيون ندانتخاب شد
ي باندي هاالگو 13در اگزون  فرد بيمار هيچ تغييري در الگوي  باند ها مشاهده نشد اما در دو 23اگزون در  . بررسي قرار گرفت

فرد بيمار  اين دون داد كه در نتايج تعيين توالي نشا .در مقايسه با افراد كنترل و ساير افراد نابارور ديده شد SSCP متفاوتي در 
رخ داده نيز  (Zink finger)اين جهش كه  در دمين انگشت روي . وجود دارد A٣٣٨٣٨C→موتاسيون از نوع جانشيني يك 

  . را كاهش داده و منجر به ناباروري شده است DNAممكن است توانايي اتصال پروتئين به 

  ، بيوانفورماتيك SSCP، ناباروري مردان،  M2A( JmjC)JHDهيستون دمتيلاز حاوي دمين: واژه هاي كليدي

  z.hojati@sci.ui.ac.ir :كييالكترون پست ،031-37932455: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
، )WHO(سازمان بهداشت جهاني  تعريفي ازبراساس 

ناباروري شكست در تلاش يك زوج براي باروري بدون 
از  درصد 15-10حدود . پس از دو سال است ،پيشگيري

مربوط به  ناباروري موارد درصد 50 علل .زوجها نابارورند
مربوط  درصد 30در اين بين  كه فاكتور هاي مردانه است

مربوط به  درصد 20به فاكتورهاي اختصاصي مردانه و 
از آنجا كه . )10(فاكتورهاي اختصاصي هر دو جنس است

در بسياري از موارد تعيين علت و درمان ناباروري 
تواند موجب تداوم يك زندگي مشترك و آرامش  يم

روحي خانواده ها گردد، بررسي علل ناباروري مي تواند 
در  .سبب برنامه ريزي كلان در موارد قابل درمان گردد

وهله اول ناباروري مردان با آناليز مايع سمينال بررسي 
شود كه اين آناليز شامل ارزيابي تعداد اسپرم، تحرك،  مي

و ناهنجاريهاي آن مي باشد كه اطلاعات ارزنده  مورفولوژي
اين . اي از وضعيت باروري فرد در اختيار قرار مي دهد

ارزيابيها بسياري از ناهنجاريها از قبيل آزوسپرمي، 
   .را آشكار مي كند... اوليگوسپرمي، تراتوزوسپرمي و 
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 در اين مطالعه كهعوامل دخيل در ناباروري متعدد هستند 
عوامل . نتيكي مورد بررسي قرار گرفته استاپي ژ عوامل

بر روي مراحل تكامل اسپرم  تأثيراپي ژنتيكي مي تواند با 
اسپرم زايي پستانداران   .در روند باروري نقش داشته باشند

در طي آن  پيچيده است كه وبه فرد منحصر  فرآيند يك
 با تغييرات فيزيولوژيكي، ،اسپرماتوگونياي ديپلوئيد گرد

ايي و مورفولوژيكي به اسپرماتوزوآي هاپلوئيد بيوشيمي
آكروزوم و  تمايز يافته با يك هسته فشرده، كاملاً

در مراحل آخر اسپرم  .) 3(شودميتبديل ) دم(فلاژلوزوم
 ,H3.3B: از قبيل هيستونهاي اختصاصي بيضه ، زايي

H3.3A, TH2B, H2A.X, HILS1, H1t2, H1t ، جايگزين
سپس ساختار . وندهيستونهاي سوماتيكي مي ش

 نهايتاًنوكلئوزومي به طور پيشرونده اي متلاشي مي شود و
و در نهايت  )Tnps( ي گذراي هسته ايپروتئينهابه وسيله 
ميانكنش  .)9(جايگزين مي شوند )Prms( پروتامينها

منجر كه  به صورت خاصي است اسپرم DNAپروتامينها با 
حلقوي  اسپرم به زير واحد هاي DNA شدنمارپيچي  به
 گرددمي) شود لوپهاي دونات شكل ناميده مي كه معمولاً(

. است تشكيل شده جفت باز 50,000 هر زير واحد ازكه 
ساختار  50000بيش از  Spermiogenesisدر انتهاي 

 ).5( شود حلقوي فشرده شده در هسته اسپرم مشاهده مي
در لاين بيشتر آنها براي باروري  نقشو پروتامينهااهميت 

مشاهده بررسي و  jhdm2aبراي  داراي حذف ژنيشهاي مو
  . )16( شده است

ي هيستوني حاوي يك هسته مركزي پروتئينهاهر يك از 
و ) نوكلئوزوم(احاطه ميشود  DNAهستند كه توسط 

كه به سمت خارج برآمدگي دارند و  N-terminalدمهاي 
 متيلاسيون، در معرض تغييرات پس ترجمه اي مثل

اثر  .اموئيله و يوبي كوئيتينه شدن هستنداستيلاسيون، س
 DNAتركيبي اين تغييرات پس ترجمه اي كليد تنظيمات 
 DNAاز قبيل همانند سازي، ترميم و فعال يا مهار سازي 

اغلب جايگاههاي متيلاسيون در طول دم . )1 ( است
و  ليزينهيستون است كه زنجيره اي از اسيد آمينه هاي 

-nitrogen  ϵروي  هيستونهاون ليزينهاي در. است آرژنين

مونو ، دي و تري متيله مي شوند و آرژنينها روي 
تا مدتهاي زيادي . گوانيديوم مونو يا دي متيله مي شوند

. ثابت و دائمي است هيستونهاشد كه متيلاسيون تصور مي
نيز  هيستونهامشخص كرد كه متيلاسيون  بيشتراما مطالعات 

بنابر اين احتمال وجود ) 11.(به صورت پويا تنظيم مي شود
مكانيسمي براي برداشتن گروه متيل از روي ريشه هيستوني 

  .مطرح شد

و همكارانش اولين دمتيلاز هيستوني به   Shi،2004در سال 
 يرا شناسايي كردند كه يك دمتيلاز مونو و د  LSD1نام

 وابسته به ريبو فلاوين است H3K4متيل ليزين اختصاصي  
 .)12و1(تري متيله نمي باشد  H3K4سيون و قادر به دمتيلا

امكان وجود دمتيلازهاي ديگري  LSD1به دنبال شناسايي 
كه توانايي دمتيلاسيون ليزينهاي ديگر و يا ليزينهاي تري 

، 2006در سال . )14(متيله را داشته باشند، محتمل شد
Yamane  و همكارانش كلاس جديدي از هيستون

تون دمتيلاز حاوي دمين هيس( JHDMلازها به نام دمتي
JmjC ( مخمر تا  نظر تكاملي از زارا گزارش دادند كه

يك . )15( به صورت حفاظت شده، باقي مانده اندانسانها 
اين است كه  LSD1و  JHDMتفاوت مهم بين خانواده 

توانايي دمتيلاسيون زيرواحد هاي ليزين  JHDMخانواده 
يتروژن پروتونه تري متيله را دارد چون براي فعاليتش به ن

  .)1( نياز ندارد

بر اساس تشابه توالي در  Jmj-Cي حاوي دمين پروتئينها
و وجود دمينهاي ديگر در تمام طول پروتئين  jmjCدمين 

يكي از  JHDM2كه  )6( شوند زير خانواده تبديل مي 7به 
در اين زير   JHDM2Aه است و داعضاي اين خانوا

  .خانواده قرار مي گيرد

JHDM2A  ،هيستون دمتيلازي است كه در بيضه بيان مي 
مونو و دي متيله  9و به طور اختصاصي ليزين  شود

 متيله يتر 9ليزينكند اما روي  را دمتيله مي 3هيستون 
با رسپتور  همچنين  JHDM2A. اثري ندارد 3هيستون 
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آندروژن در ارتباط است و به محض برخورد هورمون با 
باعث ، H3K9ان متيلاسيون ، با كاهش ميزرسپتور آندروژن

فعاليت آنزيمي  ).15 (مي شود هاي هدف آن بيان ژن
JHDM2A   وابسته به دمين كاملjmjC  است و به
هيستون  .)1(كتو گلوتارات نياز دارد αو  Fe(ǁ)فاكتورهاي 

با مكانيسمي شبيه به   jmjCدمتيلاز هاي حاوي دمين 
AlkB   كهDNA دنل ميكنآسيب ديده را دمتيله ميكند، عم 

)7(. JHDM2A  در دمتيلاسيونH3K9me1/H3K9me2  
ي گذراي هسته اي و پروتامين پروتئينهامناطق پروموتري 

مطالعات مختلف  . در اسپرماتيد هاي گرد نقش دارد
در . را به دو صورت بيان كرده اند jhdm2aعملكرد 
ديده كه روي موش صورت گرفته است،  Okada مطالعات
متصل  Prm1 و Tnp1به پروموتر  ستقيماًم jhdm2aشده كه 

 كندمستقيم رونويسي آنها را فعال مي شود و به طورمي
، jhdm2aنشان دادند كه  Liuتوسط  مطالعات اخيراما  ).8(

را به وسيله بيان  Prm2و   Tnp1  ،Tnp2 ،Prm1 بيان
Crem/Act7( كندعني به طور غير مستقيم، تنظيم مي، ي(  .

ب هايپرمتيلاسيون، خاموشي ژن، عدم سب jhdm2aفقدان 
و در  پروتامينهاي گذراي هسته اي و پروتئينهابيان مناسب 

  .)8( شودنهايت ناباروري مي

 گي غير طبيعي كروماتين درلعات مختلف فشرددر مطا
يا  Tnp1(ي گذراي هسته ايپروتئينهاموشهاي فاقد يكي از 

Tnp2 (مال و مشاهده شد ولي شمارش اسپرم اين موشها نر
 ي اين ژنهااما موشهاي فاقد هر دو .)18(بارور نيز بودند 

حاوي فشردگي نامنظم كروماتيني در تمام اسپرماتيد ها 
دارند كه منجر به  DNAهستند و به مقدار زياد شكستگي 

به در ابتدا هم  پروتامينهادر مورد  .)17( شود ناباروري مي

وتامين نوع پركه در گونه هاي حاوي هر دو  نظر مي رسيد
براي باروري مردان لازم است  2پروتامين تنها ، 2و نوع  1

به طور  2از مردان نابارور تنها پروتامين چون در برخي 
با اين حال بيشتر مطالعات اخير  .)4(كامل حذف شده بود 

جهت  2و 1پروتامين هر دو  وجود طبيعي نشان داد كه
سيون در موتا به طوري كه وجود باروري موش لازم است

از توليد  و كاهش ميزان پروتامين 2يا  1پروتامين يك آلل از
بنابراين نقص در  .)2(كند ممانعت مي طبيعي ماسپر

بر روي بيان پروتئين گذراي  تأثيربا  JHDM2A عملكرد 
  .مي تواند منجر به ناباروري شود پروتامينهاهسته اي و 

در ناباروري انسان هنوز  JHDM2A تأثيردر مورد 
اين ژن در . هيچگونه مطالعه اي صورت نگرفته است 

جفت باز تشكيل شده  51569اگزون دارد كه از  27انسان 
رونويسي  4928به طول  mRNAاست و از روي آن يك 

 1321با  رونوشت، پروتئيني محصول ترجمه اين. مي شود
بررسيهاي بيو انفورماتيكي انجام شده بر  . آمينو اسيد است

بر اساس داده هاي موجود در پايگاه  jhdm2aروي ژن 
NCBI  در 632مشخص كرد كه در اسيد آمينه شماره ،

،  مستعد موتاسيوني از نوع فريم شيفت 13محدوده اگزون 
ازآنجايي كه اين نوع موتاسيون الگوي خواندن را . است

 همچنين. گذار باشد تأثيرعوض مي كند مي تواند بسيار 
كه محدوده  كردمشخص  ،اتيكيبيو انفورم بيشتر بررسيهاي

 jmjCمربوط به دومين  27تا نيمي از اگزون  17بين اگزون 

 ي اگزونهادر اين مطالعه به همين منظور  .)1شكل ( است 
منظور ه بو انتخاب  12بخشي از اينترون  و  23و  13

 وكلئوتيديشناسايي جهش و تعيين پلي مورفيسم تك ن
    .ندسي قرار گرفتمورد برر وارتباط آن با ناباروري

 
  JHDM2Aمحدوده دمين هاي ضروري  -1شكل 
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  مواد و روشها
و  به مركز باروري مرد نابارور كه 150در اين مطالعه، 

. ه كردند، مورد بررسي قرار گرفتندناباروري اصفهان مراجع
نيز در اين ) پدر هاي داراي فرزند( فرد سالم داوطلب  150

ل يا شاهد مورد بررسي قرار مطالعه به عنوان افراد كنتر
و ) 60( در دو دسته آزوسپرمبيمار افراد . گرفتند

وسپرم علاوه در افراد اوليگ. قرار گرفتند) 90( اوليگوسپرم
نيز  ميزان تحرك و ناهنجاري سر اسپرم بر تعداد كم اسپرم،

يكي از مهم ترين عواملي كه در  .مورد بررسي قرار گرفت
، سطح بالاي ه شدر گرفتنظ انتخاب افراد بيمار در

خون اين  نمونه .بود در اين افراد ناهنجاري سر اسپرم 
براي آزمايش و تحقيق مورد  با كسب رضايت كامل افراد

   .بررسي قرار گرفت

منظور بررسي ميزان مشابهت ه ب :مطالعات بيو انفورماتيكي
گونه هاي همولوگ اين پروتئين در پستانداران مختلف از 

نتايج اين بررسي . استفاده شد  Clustal W1.83نرم افزار 
شباهت در اين  درصد 91نشان داد كه بين موش و انسان 

بر اساس داده هاي موجود . )1جدول (پروتئين وجود دارد
ديده شد كه در    EMBLو  NCBIدر پايگاههاي اطلاعاتي 

مستعد موتاسيوني از   jhdm2aژن  13محدوده دمين اگزون 
است  632خواندن در موقعيت آمينو اسيد نوع تغيير قالب 

مربوط به دمين  1281تا  1058محدوده بين اسيد آمينه و 
jmjC  27نيمي از اگزون  حدود تا 22اگزون كه از است ،

اصلي  از jmjCاز آنجايي كه . دهنداين منطقه را پوشش مي
رسد كه وجود به نظر مي ترين دمين اين پروتئين است،

ر اين دمين به غير فعال شدن هرگونه موتاسيون د
JHDM2A ايجاد ناهنجاريهايي در  منتهي شده و منجر به
بررسيهاي بيو . گرددبروز ناباروري در مردان مياسپرم و 

موجود در  jhdm2aويژه ژن  dbSNPانفورماتيكي بر روي 
،  مستعد 23مشخص كرد كه محدوده اگزون  NCBIپايگاه 

سيونهاي ايجاد كننده كدان موتاسيونهاي متعدد به ويژه موتا
بخشي از  و 23 و13ي اگزونهابه همين منظور . ختم است

 5و با استفاده از نرم افزار ندانتخاب شد 12اينترون 

®oligo  و تعدادي  اگزونهاطراحي پرايمر براي اين
   .، صورت گرفتهانوكلئوتيد نواحي اينتروني طرفين آن

  

گونه هاي پستانداران در  JHDM2Aدرصد تشابه پروتئين  -1جدول
  در مقايسه با نوع انساني اين پروتئين

  گونه  درصد تشابه

  انسان در مقايسه با سگ  94%

  انسان در مقايسه با موش  91%
  انسان در مقايسه با رات  90%
  انسان در مقايسه با شمپانزه  99%

و  13اگزون  پرايمر پيشرو هاي طراحي شده برايتوالي
-'F(5- 13( 12بخشي از اينترون 

GCTTCCCCTAGGTTACAATTCAACAAACAT-

-R( 12و بخشي از اينترون  13اگزون  پرايمر معكوس ،  '3

13 (5'-

GTGTGGCTCAATAGTTGACATAGCTTCCTT-3' 

-'F-23 (5(  23، پرايمر پيشرو اگزون   

GGCAGCCTTTGTTGTCTTTTGTAAAACT-3'   و
-'R-23 (5( 23براي پرايمر معكوس اگزون 

ACCCTACCTTCTTCTTGCTCACACTGTC-3'  
طول قطعه مورد بررسي از  SSCPاز آنجايي كه در  .هستند

اهميت خاصي برخوردار است ، پرايمر ها به گونه اي 
و  13براي اگزون  طراحي شدند كه طول قطعه تكثير شده

، 23جفت باز و براي اگزون 225، 12بخشي از اينترون 
  .جفت باز باشد  176

PCR: استخراج  زپس اDNA ، با استفاده از پرايمر هاي
اين  PCRشرايط بهينه . انجام شد  PCRاختصاصي واكنش

و  DNAپس از گراديانتهاي دما، پرايمر، غلظت  اگزونها
MgCl2  مشخص شد وPCR  ميكروليتر  25در حجم

  :صورت گرفت

 dNTPميكرو ليتر  MgCl2 )mM 50 (،5/0ميكروليتر يك 

)mM 10 ( ،5/0 پرايمر ها ميكروليتر از هريك از)pM 
 3/0و  )100ا ت ng/µl ۵٠٠(  DNAميكروليتر 2تا  1، )20
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ابتدا مخلوط  .)Taq polymerase ) u/µl 5واحد آنزيم 
درجه سانتي گراد  94دقيقه در دماي  5واكنش به مدت 

با شرايط زير ادامه  PCRسيكل  32قرار گرفت و سپس 
 DNA ،94دما و زمان مناسب براي واسرشتي .  پيدا كرد

 براي اتصال پرايمر ،دقيقه 1درجه سانتي گراد به مدت 
درجه سانتي  62 دماي 12و بخشي از اينترون  13اگزون 

و دقيقه  1به مدت   8/68دماي  23و براي اگزون  گراد
دقيقه  1درجه سانتي گراد به مدت  72هم  هابراي تكثير آن

منظور اطمينان از صحت تكثير ه ، بPCRپس از  .مي باشد
با استفاده از ژل آگارز  PCRون مورد نظر، محصولات اگز

  مورد بررسي قرار گرفت درصد 1

SSCP:  منظور شناسايي ه قطعات مورد نظر، بپس از تكثير
 SSCPژنومي، از روش  DNAتغييرات تك نوكلئوتيدي در 

 SSCP )single-strand conformation. گرديداستفاده 

polymorphism (حساس براي  روش ساده، سريع و يك
تحت شرايط . ژنوم است DNAتعيين جهش در قطعات 

بهينه اين تكنيك مي تواند تفاوتهاي تك بازي را شناسايي 
اين روش مبتني بر حركت متفاوت تك رشته هاي . كند

DNA بعد از دناتوره كردن    .روي ژل پلي آكريلاميد است
 DNA، تك رشته هاي PCRحاصل از  DNAدو رشته 
ريق جفت شدن بازهاي داخل رشته اي رناتوره مجدداً از ط

 بر اساس توالي خودمي شوند و ) ساختار چند بعدي(
قالبهاي سه بعدي . مي دهند را تشكيلقالبهاي سه بعدي 

جديد الگوي باندي خاصي را براي گونه يا فرد خاص 
پس به كمك اين روش مي توان تفاوتهاي . فراهم مي كنند

را نيز  DNAشته هاي در ر) SNP(تك نوكلئوتيدي 
قدرت تعيين جهشها به تغييرات شكلي  .شناسايي كرد

مولكولهاي تك رشته اي ايجاد شده به وسيله جهش و 
دما، غلظت يونها و (حساسيت به محيط فيزيكي در ژل 

  )13 (.بستگي دارد) حلالها

سي قرار رتوسط اين تكنيك مورد بر PCR پس از اگزونها
، درصد 95فرماميد ( SSCPبا بافر  PCRمحصول . ندگرفت

و زايلن  درصد 25بروموفنل ، NaOHميلي مولار 100
 10مخلوط شده، به مدت  2:1با نسبت ) درصد 35سيانول 

 10گراد و سپس به مدت  درجه سانتي 95دقيقه در دماي 
  .درجه سانتي گراد قرار گرفته شد 20دقيقه در دماي منفي 

و شباهت  مورد نظره اما با توجه به طول كوچك قطع
ساختاري بين تك رشته ايهاي ايجاد شده، بهينه سازيهاي 
متعددي صورت گرفت تا نتايج قابل تشخيص و تفكيك 

و  10، 8 منظور بهينه سازي،  ژلهايي به غلظتهايه ب .باشند
در . قرار گرفت يمورد بررسبا زمانهاي متفاوت  درصد 12

 12ي از اينترون و بخش 13 اگزون براي شرايط بهينه نهايت
 22و به مدت  200ژ ابا ولت ،%10 آكريل آميد با غلظت ، ژل

، با درصد  10، ژل آكريل آميد 23و براي اگزون  ساعت
ژل آكريل  .گزارش شد ساعت 17و به مدت  200ولتاژ 

ميزي شد و الگوي ميد سپس با روش نيترات نقره رنگ آآ
از  .و تفسير شدباندهاي افراد بيمار با افراد كنترل مقايسه 

فوق العاده حساس به تغيير دما و  SSCPآنجايي كه  
شرايط محيطي است، نمونه هايي كه الگوي باند متفاوتي 

 .براي آنها انجام شد  SSCP و متعاقباً PCR مجدداًداشتند 
با مشاهده نمونه هايي كه الگوي باند متفاوتي داشتند، 

براي بررسي  احتمال وجود موتاسيون مي رفت، بنابر اين
وجود هرگونه موتاسيون، نمونه هاي با الگوي باندي 
متفاوت به شركت سينا كلون براي تعيين توالي ارسال 

  .شدند

  نتايج
 150در  jhdm2aاز ژن  23و  13ي اگزونهادر اين مطالعه، 

مورد بررسي قرار ) اوليگوسپرم و آزوسپرم(مرد نابارور
جفت بازي  225يك قطعه  PCRدر ابتدا توسط  .گرفت

 176و يك قطعه  12و بخشي از اينترون  13حاوي اگزون 
با استفاده از   jhdm2aاز ژن  23جفت بازي حاوي اگزون 

آمده از ژنومي به دست  DNAپرايمرهاي طراحي شده و 
  )3 و 2 هايشكل(اين بيماران تكثير گرديد 
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با استفاده از جفت پرايمر هاي اختصاصي  PCRواكنش  PCRتوسط واكنش  jhdm2aژن  12 و ناحيه  ابتدايي اينترون 13تكثير اگزون  -2شكل

)13F,13R (صورت گرفت .M : محصولات : 5-1لاين . جفت بازي 100ماركر مولكوليPCR افراد نابارور  
  

  
جفت پرايمر هاي اختصاصي با استفاده از  PCRواكنش . PCR،توسط واكنش  jhdm2aو ناحيه اينتروني اطراف آن از ژن  23تكثير اگزون -3شكل

)23F,23R (صورت گرفت. : M  محصولات : 5-1لاين .جفت بازي 100ماركر مولكوليPCR افراد نابارور  
  

  
  بر روي ژل پلي اكريل آميد غير واسرشت jhdm2aژن  12و  بخشي از اينترون  13باند هاي ايجاد شده توسط اگزون   -4شكل

فرد كنترل، نمونه  Cجفت بازي،  100ماركر  M.الكتروفورز شدند 200ساعت با ولتاژ  22، به مدت %10يد بر روي ژل پلي اكريل ام PCRمحصولات 
  .جفت بازي مربوط به دو رشته اي هاي تفكيك نشده است 225قطعه ي  .فرد نابارور داراي جهش،سايرين افراد نابارور فاقد جهش 4شماره 
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  بر روي ژل پلي اكريل آميد غير واسرشت jhdm2aن ژ 23باند هاي ايجاد شده توسط اگزون  -5شكل

فرد كنترل، لاين  Cجفت بازي،  100ماركر  M.الكتروفورز شدند 200ساعت با ولتاژ  17، به مدت %10بر روي ژل پلي اكريل اميد  PCRمحصولات 
  ستجفت بازي مربوط به دو رشته اي هاي تفكيك نشده ا 176قطعه ي . افراد نابارور فاقد جهش 6 -1

بر روي ژل پلي اكريل آميد مورد  PCRسپس محصولات 
دارد  يدقت بالاي SSCPاز آنجايي كه  . بررسي قرار گرفت 

 نوع يا دربر اساس تغيير كنفورماسيون حاصل از تغيير  و
توالي نوكلئوتيدها است ، تفاوتهاي تك نوكلئوتيدي را 

پس هر گونه تغيير در الگوي باند هاي . نشان مي دهد
وط به تك رشته ايها مي تواند دليلي بر تغيير توالي مرب

DNA در هر بار  .تك رشته اي باشدSSCP  از فردي نرمال
و بارور به عنوان كنترل مثبت استفاده شده كه باندهاي 

در  حاصله به عنوان كنترل مثبت در نظر گرفته شد بنابراين
هر يك از  الگوي باندها در صورت مشاهده تفاوت در

 ، نمونه مورد نظر مجدداًبا الگوي كنترل مثبت هانمونه 
PCR   شده و بر روي ژلSSCP  بررسي گرديد تا وجود

از آنجايي كه تا كنون  .تفاوت به طور قطعي اثبات شود
هيچ گزارشي مبني بر موتاسيون در اين ژن در انسان 

 .كنترل منفي در اين مطالعه وجود نداشت گزارش نشده
و بخشي از اينترون  13اگزون  در نتايج حاصل از بررسي

از كل بيماران الگوي باندها  بيمار دودر نشان داد كه ،12

، )4شكل( بود افراد نرمال و ساير افراد نابارورمتفاوت از 
ديده هيچ گونه تغييري در الگوي باند ها  23اگزون در اما

از آنجايي كه كنترل منفي گزارش نشده بود، . )5شكل (نشد
 ييدأبراي ت به طور جداگانه فراد مشكوكا PCRمحصول 

و مورد بررسي تعيين توالي شد  ،SSCPنتيجه حاصل از 
 هر دو نتايج حاصل از تعيين توالي در .بيشتر قرار گرفت

يك موتاسيون نقطه اي از ) اوليگوسپرمي شديد( بيمار فرد
كه مربوط  C33838→Aنوع جانشيني در نوكلئوتيد شماره 

به موجب اين . است را نشان داد 645 به آمينواسيد شماره
به آمينو اسيد ) CCA(موتاسيون، آمينواسيد پرولين 

با بررسي اطلاعات  .تبديل مي شود) CAA(گلوتامين 
هر نامه اين دو نفر مشخص گرديد كه  موجود در پرسش

ميزان ناهنجاري سر اسپرم در اين  نها اوليگوسپرم و آ دو
   .گزارش شده است) درصد 98بيش از (  دو فرد بسيار بالا

  بحث
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در انسان ناشناخته بوده و هيچ  JHDM2Aعملكرد 
تاكنون  ي كهبررسيهاي .د نداردوگزارشي در مورد آن وج

بر روي حيوانات آزمايشگاهي چون موش بوده  انجام شده
بين موش و  نشان داد كه Clustalنرم افزار  . است
  2007سال در  .مشابهت وجود دارد  درصد 91انسان،

Okada به سمت پايين دست ژن 10اگزون  ش،و همكاران 
بخش اصلي و عملكردي  را حذف نمودند كه اين ناحيه

نتايج حاصل از اين . شودرا شامل مي jmjCژن، يعني دمين 
در اسپرم زايي به طور مستقيم  jhdm2aنشان داد كه  حذف

به كمك تنظيم بيان ژنهاي هدف اختصاصي آن از قبيل 
شركت مي كند و  پروتامينهاي گذراي هسته اي و هاپروتئين

نقص در آن منجر به اوليگوسپرمي و در نهايت ناباروري 
 2009بررسيهاي ديگري در سال  .)8( در موشها مي شود

روي موش صورت گرفت  و همكارانش مجدداً Liuتوسط 
كه حاوي دمين دمتيلازي  25تا  17كه محدوده بين اگزون 

jhdm2a داست، حذف ش .Crem ي يك فاكتور رونويس
همراه كمك فعال كننده ه مهم در سلولهاي جنسي است و ب

بيان ژنهاي لازم براي فشرگي اسپرم را تنظيم مي  ،Actاش، 
طبق اين آزمايش در موشهاي داراي حذف دمين . كند

كاهش  درصد 70حدود  Act، بيان JHDM2Aعملكردي 
، Tnp1آنها يعني مي يابد كه به دنبال آن بيان ژنهاي هدف 

Tnp2 ،Prm1 و Prm2در نتيجه . كاهش مي يابد نيز
jhdm2a  اثر مي  پروتامينهابه طور غير مستقيم روي بيان
با انجام مطالعات  در مطالعه حاضر. )7(گذارد

انسان با موش  JHDM2A پروتئين بيوانفورماتيك، شباهت
 با وجود اين لذا به نظر مي رسد كه. تا حد زيادي ديده شد

سزايي ه اين ژن در باروري انسان نيز نقش ب شباهت،
ايجاد طوري كه وجود موتاسيون در آن موجب ه داشته، ب

وجود   .بروز ناباروري گرددناهنجاري در اسپرم و 

بر  داراي ناهنجاري بالاي اسپرم موتاسيون در افراد نابارور
مورد اساس باند هاي ايجاد شده روي ژل آكريل آميد 

 موتاسيوني ديده نشد 23در اگزون  .گرفت بررسي قرار
الگوي باند ها در تمام افراد مورد مطالعه مشابه افراد (

موتاسيوني از نوع  نابارور دو فرددر  اما )كنترل و نرمال بود
 در نوكلئوتيد شماره  13در محدوده اگزون  جانشيني
اگزون . ديده شد 645مربوط به آمينو اسيد شماره  33838

اين آنزيم قرار ) Zink finger(ن انگشت روي در دمي 13
به ) انجام گرفته در موش( گرفته و طبق مطالعات مختلف 

مستقيما به پروموتر توسط اين دمين  jhdm2aرسد  نظر مي
Tnp1  وPrm1 شود و به طور مستقيم رونويسي متصل مي

هرگونه تغيير در توالي  از آنجايي كه .كندآنها را فعال مي
در عملكرد طبيعي  باعث تغيير ممكن استي نوكلئوتيد
توانايي  ميتواند نيز جهش بنابر اين، اين شود، پروتئينها

و با كاهش بيان  را كاهش داده DNAاتصال آن به 
دليلي براي  ي لازم براي بلوغ و فشردگي اسپرم،پروتئينها
ناهنجاري سر اسپرم در اين افراد باشد كه به نظر افزايش 

  . روري منجر شده استمي رسد به نابا

 بتواند اين موتاسيون كه اين احتمال وجود دارد ،بنابر اين
اين  از طرف ديگر چون .باشددليل ناباروري در اين افراد 

قرارگرفته است، مي تواند به فرزندان  2ژن روي كروموزوم 
با انجام مطالعات بيشتر بر روي . دختر و پسر منتقل شود

 دقيق اميد است بتوان ميزاناين ژن،   ساير قسمت هاي
  . آن را بر روي ناباروري مشخص نمود تأثير

با تشكر از همكاري بخش آندرولوژي : تشكر و قدرداني
ناباروري اصفهان كه در تهيه نمونه همكاري  - مركز باروري
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Mutation detection in Exon 13 and 23 and a certain part of intron 

12 of jhdm2a gene in human and its association with male's 
infertility 
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2 Andrology Dept., Royan Institute, Isfahan, I.R. of Iran 

Abstract 

JHDM2A (JmjC-domain-containing histone demethylase 2A, also known as JMJD1A) 
is essential for spermatogenesis and is a key epigenetic regulator expressed in the testis. 
It specifically demethylates lysine 9 of mono- and di-methylated histone H3. JHDM2A 
directly or indirectly bound to the core promoter regions of transition nuclear protein 
and protamine genes, the products of which are required for packaging and 
condensation of sperm chromatin. In this work, 150 infertile men were studied. 150 
normal healthy fathers were voluntarily contributed to this study. These men have been 
proven to be either oligospermia or azoospermia. Bioinformatics analysis has revealed a 
91% similarity between jhdm2a gene in human and mouse, as shown by using Clustal 
software. Exon 13 and 23 and some part of intron 12 were selected and screened for any 
mutation. SSCP analysis was performed in order to identification of the mutation. No 
mutation was detected in exon 23. Different SSCP patterns were observed for two 
infertile men, in comparison with the others (controls and infertile men). A single 
nucleotide substitution C33838→A was detected in exon 13. A prolin→glutamin 
exchange in Zink Finger domain of the enzyme that is produced by this mutation may 
be associated with male infertility. 

Key words: JmjC-domain-containing histone demethylase 2A(JHDM2A( JmjC)), men 
infertility, SSCP, Bioinformatic 

  

  


