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ABSTRACT 
 

Background: Non-obstructive azoospermia is one of the most important causes of 

male infertility. Its main characteristic is the frequent absence of sperm in the 

semen or a low number of sperm, and it is not fully developed. This study aims to 

find key genes in non-obstructive azoospermia patients and their role that may 

affect the biomarkers related to spermatogenesis. 
Methods: Using transcriptome and sequencing datasets in the gene expression 

database (GEO), hub genes related to spermatogenesis were identified. Based on 

them, gene functional enrichment analysis (GO), gene and genome enrichment 

pathway analysis (KEGG), protein-protein interaction (PPI) network analysis, 

cellular analysis, and temporal analysis identified a total of 50 differentially 

expressed genes, of which, 5 genes related to spermatogenesis (CDC20, BUB1B, 

CCNB1, CCNA2 and PLK1) have been reported, and the expression of these 5 hub 

genes was different in each type of sperm cells. 
Results: The analysis results of the 5 hub genes showed that these hub genes were 

expressed in primary spermatocytes, round spermatids, long spermatids, and sperm 

during spermatogenesis. PLK1 expression was at the highest level. During the 

differentiation of spermatogonia into primary spermatocytes, CDC20 expression 

was nearly undetectable, whereas the expression levels of BUB1B, CCNB1, and 

CCNA2 were elevated compared to that of BUB1B. 
Conclusion: The research revealed that these five hub genes exhibit distinct 

differences in sperm development and may play a crucial role in the differentiation 

of various sperm cells. This result is crucial for elucidating the pathogenic 

mechanism of non-obstructive azoospermia and for further research. 
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Extended Abstract 
 
Background: Infertility is estimated to affect 

10-15% of individuals of reproductive age 

globally, with male factors contributing to 

nearly half of these cases. Male infertility can 

arise from a wide range of conditions-including 

sexual dysfunction, varicocele, genital tract 

infections, endocrine disorders, and both 

obstructive and non-obstructive azoospermia. 

Among these, non-obstructive azoospermia 

(NOA) is particularly significant. It affects 

roughly 1% of all men and accounts for 10-15% 

of infertile males, making it one of the most 

important and challenging causes of male 

infertility. NOA occurs when the testes fail to 

produce sperm effectively. As a result, affected 

men have either no sperm in the ejaculate or 

only extremely small amounts. At the tissue 

level, the seminiferous tubules are often 

abnormal: their structure is disrupted, 

spermatogenic cells fail to mature properly, and 

meiosis does not progress as it should. Recent 

research has shown that spermatogenesis in 

NOA is not uniformly absent. Instead, it tends 

to be patchy and uneven. Even when most 

seminiferous tubules show no sperm 

production, small, localized areas of active 

spermatogenesis may still exist. This explains 

why some NOA patients can still achieve 

biological parenthood. When sperm are 

successfully retrieved from the testes or 

epididymis, intracytoplasmic sperm injection 

(ICSI) can enable fertilization. However, 

because this technique bypasses many of the 

natural selection steps involved in reproduction, 

it may increase the likelihood that genetic 

abnormalities are passed on. Current 

investigations into NOA focus heavily on 

chromosomal abnormalities, Y-chromosome 

microdeletions, and epigenetic changes. Yet the 

gene-expression-level mechanisms behind 

NOA remain poorly understood. High-

throughput technologies, such as 

transcriptomics and single-cell sequencing, 

generate massive datasets that require 

sophisticated bioinformatic analysis. Some 

studies have identified possible biomarkers- 

including autophagy-related genes and non-

coding RNAs- but these have typically relied on 

single-gene approaches rather than 

comprehensive regulatory network analysis. In 

this study, we used microarray transcriptome 

data alongside single-cell RNA-sequencing 

datasets from NCBI-GEO to identify 

differentially expressed genes (DEGs). We 

performed GO and KEGG enrichment analysis, 

constructed protein–protein interaction (PPI) 

networks, pinpointed key hub genes, annotated 

cell clusters, and examined temporal expression 

patterns. Together, these analyses were 

designed to clarify how specific genes 

contribute to normal spermatogenesis and how 

their disruption may lead to NOA. 

Methods: This study followed all required 

ethical guidelines and was approved by the 

Ethics Committee of Amol University of 

Advanced Technologies (IR.ASMT.REC.1403.010). 

We retrieved the GSE45885 dataset via the 

GEOQuery package in R (version 4.3.2). To 

ensure data integrity, we assessed quality using 

PCA and confirmed the uniformity of pre-

normalized expression values with boxplots and 

violin plots. Differential gene expression 

between Sertoli-cell-only–only samples and 

control samples was analyzed using the limma 

package, applying thresholds of |fold change| > 

1 and adjusted p<0.05. After preprocessing and 

quantile normalization, significant DEGs were 

analyzed using EnrichR for functional 

enrichment and visualized with ggplot2. 

Protein–protein interactions were evaluated 

through StringDB, and Cytoscape was used to 

construct the network. We identified the top 

five hub genes using the cytoHubba plugin. 

Results: GO enrichment analysis of DEGs 

revealed strong associations across biological 

processes (BP), cellular components (CC), and 

molecular functions (MF). Most enriched 

categories belonged to BP and CC. Within BP, 

the genes were primarily linked to 

spermatogenesis, multicellular organism 

development, cell differentiation, spermatid 

maturation, and sperm motility-biological 

activities directly tied to reproductive function. 

In the CC category, the genes were enriched in 

structures such as microtubules, acrosomal 

vesicles, and the nucleus, all of which play 

crucial roles in sperm formation and structure. 

KEGG pathway analysis further suggested that 

these DEGs participate in several signaling 

pathways central to spermatogenesis. These 

included glycolysis/gluconeogenesis, protein 

processing in the endoplasmic reticulum, 

carbon metabolism, and cell-cycle regulation. 
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Together, the findings reinforce that NOA 

disrupts pathways responsible for energy 

production, cytoskeletal organization, and 

germ-cell development. We selected the 

GSE45885 dataset, containing testicular biopsy 

samples from NOA patients with Sertoli-cell-

only syndrome and healthy controls, because of 

its strong data quality and comprehensive 

expression profiles. To ensure reliable 

identification of core genes, we assessed key 

nodes in the PPI network using five cytoHubba 

algorithms: MCC, Degree, Closeness, 

Betweenness, and EPC. Only genes that 

consistently ranked high across all methods, 

PLK1, CDC20, BUB1B, CCNB1, and CCNA2, 

were considered final hub genes. This multi-

algorithm approach reduced potential bias 

compared with relying on any single centrality 

measure. Figure 5 shows the resulting PPI 

network, featuring interactions among 50 

DEGs. The five overlapping genes were 

identified as hub genes and displayed the 

largest node sizes and most intense colors, 

reflecting their high degree of connectivity. 

These genes may represent key regulatory 

points in the molecular pathways that go awry 

in NOA. Spermatogenesis involves a highly 

coordinated sequence of events, mitosis, 

meiosis, and spermiogenesis, ultimately 

producing mature sperm capable of acquiring 

energy and undergoing functional maturation in 

the epididymis. Disruption of any of these 

stages can lead to NOA and infertility in men. 

Recent attention has shifted toward 

transcriptional regulation, as changes in gene 

expression can impact the development of 

multiple germ-cell types. Our analysis of the 

GSE45885 dataset identified 50 downregulated 

DEGs in NOA compared with controls. GO 

enrichment revealed that these genes were 

concentrated in processes related to sperm 

formation and function, including 

spermatogenesis, cell differentiation, spermatid 

development, sperm motility, and structural 

organization. KEGG analysis indicated 

involvement in energy metabolism, protein 

folding, carbon metabolism, and cell-cycle 

pathways- mechanisms essential for chromatin 

remodeling, meiotic progression, and the 

energy demands of developing germ cells. The 

five hub genes- PLK1, CDC20, BUB1B, 

CCNB1, and CCNA2- exhibited dynamic 

expression patterns in single-cell datasets, 

suggesting distinct roles at different stages of 

germ-cell development. While these genes are 

well-known regulators of cell division, their 

specific contributions to human 

spermatogenesis are not yet fully understood 

and require further experimental validation. 

Conclusion: Overall, our findings identify 

PLK1, CDC20, BUB1B, CCNB1, and CCNA2 

as central regulators of cell-cycle control and 

germ-cell differentiation. Altered expression of 

these genes may contribute to the impaired 

spermatogenesis characteristic of NOA. 

Clinically, these genes show promise as early 

diagnostic biomarkers and potential therapeutic 

targets. Future research, including in vitro and 

in vivo studies, will be essential to confirm their 

mechanistic roles and evaluate their potential in 

clinical applications. 
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 اصیلمقاله  
 

 های کلیدی در بیماران مبتلا به آزواسپرمی غیرانسدادی شناسایی ژن
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 قدمهم

درصد از افراد در سنننین بنناروری در   15تا    10حدود  

 50جهان نابارور هستند کننه نابنناروری مننردان حنندود 

. ناباروری مردان ارتبننا  [1]دهد  درصد را تشکیل می

نزدیکی با اختلالات عملکرد جنسی، واریکوسل، عفونننت 

ریز، آزواسپرمی انسنندادی، دستگاه تناسلی، غدد درون

. بننروز [2]آزواسننپرمی غیرانسنندادی و غیننره دارد 

درصنند   1آزواسپرمی غیرانسدادی در مردان حنندود  

درصنند مننردان نابننارور را شننامل   15تننا    10است کننه  

ترین علل ناباروری مردان است شود و یکی از مهممی

 چکیده

ترین علل ناباروری در مردان است. مشخصه اصلی آن عدم وجنود مکنرر آزواسپرمی غیرانسدادی یکی از مهم  زمینه و هدف: 

هنای کلیندی در طور کامل رشد نکرده است. هند  از اینن ملالعنه ینافتن  ناسپرم در مایع منی یا تعداد کم اسپرم است و به

قنرار  ریتحت تنث زایی را  ها است که ممکن است نشانگرهای زیستی مرتبط با اسپرمبیماران آزواسپرمی غیرانسدادی و نقش آن

 دهد. 

های هنا  مربنو  بنه (،  نGEOداده  نی بیان  ن )  یابی در پایگاههای رونویسی و توالیبا استفاده از مجموعه داده  کار: روش

(، KEGG) هنا و  ننومسازی  ن(، آنالیز مسیر غنیGOسازی عملکردی  ن )ها، آنالیز غنیزایی شناسایی شد. براساس آناسپرم

 ن با بیان متفاوت شناسایی شد  50(، تجزیه و تحلیل سلولی و تحلیل زمانی در مجموع  PPIپروتئین )  -آنالیز شبکه تعامل پروتئین

 5است و بینان اینن ( گزارش شدهPLK1و  CDC20،BUB1B  ،CCNB1 ،CCNA2زایی ) ن مربو  به اسپرم 5که از این میان، 

  ن ها  در هر نوع سلول اسپرم متفاوت بود. 

های ها  در اسپرماتوسیت اولیه، اسپرماتید گرد،  ن ها  نشان داد که طی اسپرماتو نز،  ن  5نتایج تجزیه و تحلیل از    ها: یافته

های اولینه اسپرماتوسنیت در بالاترین سلح بود. در تمایز اسپرماتوگونی و سنلول PLK1اسپرماتید دراز و اسپرم بیان شد. بیان 

 بودند.  BUB1Bبیشتر از   CCNB1 ،CCNA2کم بیان شد و بیان  BUB1Bتقریباً بیان نشد، در حالی که  CDC20اولیه، 

های  ن ها  در مسیر رشد اسپرم متفاوت هستند و ممکن است نقش مهمی در سلول 5تحقیقات نشان داد که این   گیری: نتیجه

زایی آزواسپرمی غیرانسندادی و تحقیقنات بیشنتر اهمینت اسپرم مختلف ایفا کنند. این نتیجه برای آشکار کردن مکانیسم بیماری

 زیادی دارد. 

 زایی،  ن ها آزواسپرمی غیرانسدادی، اسپرم واژه های کلیدی: 
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. آزواسپرمی غیرانسدادی نوعی ناباروری مردانننه [3]

است که در ا ر اختلال اسپرماتو نیک بافت بیضه ایجاد 

شود. بیماران مبننتلا بننه آزواسننپرمی غیرانسنندادی می

توانننند مقنندار توانند اسپرم تولید کنند یا فقط مینمی

بسیار کمی اسننپرم تولینند کنننند. در بیمنناران مبننتلا بننه 

ساز در های منیآزواسپرمی غیرانسدادی، ساختار لوله

های کنننه بلنننو  سنننلولبیضنننه اخنننتلال دارد، درحالی

های شننود و میننوز سننلولسنناز مسنندود میاسپرم

های اخیننر، . در سننال[4]شننود سنناز متوقننف میاسپرم

اننند کننه در اخننتلال نشننان داده [5]برخننی از ملالعننات 

های کانونی و ناهمگن وجننود دارد. اسپرماتو نز، بافت

سنناز در بافننت های اسپرمحتی اگر اسپرم در اکثر لوله

طور کامل انکار کرد کننه توان بهبیضه یافت نشود، نمی

ممکن اسننت مقنندار بسننیار کمننی اسننپرم در برخننی از 

باشد. ملالعننات تثیینند ساز وجود داشتههای اسپرملوله

شده از بیضه یننا های یافتاند که برخی از اسپرمکرده

های اسننپرماتو نیک اپیدینندیم در بیمننارانی کننه سننلول

تواننند بننا شننود، میها در طننول میننوز متوقننف میآن

تشخیص و درمان با تزریق داخل سیتوپلاسننمی اسننپرم 

همچنننین ملالعنناتی وجننود دارد کننه .  [6]باردار شننود  

های گرد یا بلند نیز دهد استفاده از اسپرمگزارش می

تواند بیمنناران را قننادر بننه بنناروری کننند. فننناوری می

تولیدمثل نیاز به مقدار و بلو  اسپرم را در مقایسه بننا 

اسنننت، شنننرایط لقنننای طبیعنننی بسنننیار کننناهش داده

تواننند بننرای بیمنناران آزواسننپرمی کننه میطوریبه

غیرانسدادی برای به دست آوردن فرزننندان  نتیکننی 

جننایی کننه فننناوری . از آن[7]به واقعیت تبنندیل شننود  

تولیدمثل مکانیسم انتخا  طبیعی را در فرآیند تشکیل 

زند، خلر انتقال نقایص  نتیکی به نسننل اسپرم دور می

یابنند. توجهی افننزایش میبعنندی نیننز بننه میننزان قابننل

بنابراین، درک عوامل کلیدی که بر روند رشد اسپرم 

حاضننر، درحال گذارننند، بسننیار مهننم اسننت.تننث یر می

تحقیقننات روی آزواسننپرمی غیرانسنندادی عمنندتاً بننر 

هننننای کرومننننوزومی، ریزحننننذ  روی ناهنجاری

حننال،  نتیننک متمرکننز اسننت. بااینو اپی  Yکروموزوم  

زایی و پاتو نز مربو  به سلوی بیننان  ن موانع اسپرم

 . [8]هنوز باید مورد بررسی قرار گیرد 

های اخیر موجب تولید حجم انبوهی این روش در سال

حننال، افننزایش اسننت. بننا اینهای بیان  نی شدهاز داده

دسننت آمننده فرایننند هننای بهآور حجننم دادهسرسننام

اسننت. درک و تفسیر اطلاعات را بسیار مشننکل نمننوده 

ها های مربو  به بیان  نجهت رفع مشکل کار با داده

اند کننه های متعدد بیوانفورماتیکی ایجاد گردیدهروش

هننا در بهبننود درک مننا از شننروع و توسننعه بیماریبه  

کننند. دننند ملالعننه قبلننی سننلح  نتیکننی کمننک می

نشانگرهای زیستی بالقوه دخیل در وقوع آزواسننپرمی 

بننراین، . علاوه[9]اننند غیرانسنندادی را بررسننی کرده

هننای بیوانفورماتیننک پژوهشی نیز با اسننتفاده از تحلیل

هننای مننرتبط بننا اتوفننا ی یکپاردننه نشننان داد کننه  ن

باشننند   NOAعنوان نشانگرهای بالقوه در  توانند بهمی

های غیرکدکننده تثکید کننرد RNA[ و تحلیل بیان 10]

در اینننن فرآینننند،  ncRNAکننننندگان نقنننش تن یم

زایی را های جدیدی از پنناتو نز اخننتلال اسننپرممکانیسم

در بیماران مبتلا به آزواسپرمی غیرانسدادی شناسننایی 

تری از مسننیرهای تواننند درک عمیننقاند که میکرده

اکثر این ملالعات  [.11مولکولی این بیماری ارائه دهد ]

آزواسننپرمی غیرانسنندادی را بننا یننک نشننانگر منفننرد 

اند. به علاوه، این ملالعات فاقنند کنناوش تشخیص داده

هننای های تن یم نشانگر بودند. بررسی  ندر مکانیسم

تواند بننه تجزیننه و تحلیننل کلیدی مرتبط با بیماری می

هننای کلینندی در تن ننیم های بیولننو یکی  نمکانیسننم

بیماری کمک کند. بنابراین در ایننن ملالعننه، عمنندتاً از 

هننای رونویسننی ریزآرایننه پروفایننل بیننان  ن و داده

یابی تننک سننلولی در پایگنناه داده جننامع های توالیداده

( استفاده شد. با تجزیه NCBI-GEO)  NCBIبیان  ن

های بننا بیننان متفنناوت های رونوشت،  نو تحلیل داده

(DEGsبین بیماران با و بنندون اخننتلالات اسننپرم ) زایی

سننازی عملکننرد  ن، شناسایی شدند. سپس آنالیز غنی

 هننا و  نننومسننازی  نتجزیننه و تحلیننل مسننیر غنی

(KEGGآنالیز شبکه تعامل پروتئین ،)-( پننروتئینPPI )
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های ها  انجام شد. با تجزیننه و تحلیننل و شناسایی  ن

های های توالی یننابی تننک سننلولی اسننپرم، خوشننهداده

سلولی حاشیه نویسننی شنند، بیننان  ن هننا  در سننلول 

آشکار شد و در نهایت تجزیه و تحلیل زمانی  ن ها  

برای آشکار کردن نقننش  ن هننا  در توسننعه اسننپرم 

 انجام شد. 
 

 

 

 کارروش

های اخلاق، با تثیینند این پژوهش براساس دستورالعمل

های نوین آمل و کمیته اخلاق دانشگاه تخصصی فناوری

انجام شنند.   IR.ASMT.REC.1403.010با کد اخلاق  

بنننا اسنننتفاده از بسنننته  GSE45885مجموعنننه داده 

EOQueryG [12] افننننزار نرمR [13]  4.3.2نسننننخه 

هننا بننا اسننتفاده از تحلیننل دانلننود شنند. کیفیننت داده

 (. 1( بررسی شد )شکل PCAهای اصلی )مؤلفه

 
بیان ژن در دو مؤلفه اول. نقاط رنگی متفاوت   PCA. الف( تجزیه و تحلیل مؤلفه اصلی GSE45885مجموعه داده  GEOها در. کنترل کیفیت نمونه 1شکل 

 شود. های مربوطه نشان داده می با بیضی رنگ  %95دهد. فاصله اطمینان انواع مختلف نمونه را نشان می
 

بننود   سازی شده ارائه شنندهها قبلاً به شکل هنجارداده

ای و ویولن تثیید شد که با استفاده از نمودارهای جعبه

ای یک خلاصه پنج عددی از (. نمودارهای جعبه2)شکل  

ها، اعداد پرت و در نهایننت ها شامل میانه، دارکداده

داده و نمودارهننای هننا را نشننان ی میننان دارکدامنننه

ای و نمننودار کننه ترکیبننی از نمودارهننای جعبننه  ویولن

هننا را ارائننه باشننند، توزیننع دادهای میدگننالی هسننته

دهند. پس از تثیید بننه هنجارسننازی، ت ییننر میننزان می

های سندروم فقط سلول سرتولی ها بین گروهبیان  ن

 Rدر    limma  [14]و گروه کنترل با اسننتفاده از بسننته  

 >05/0pو    |foldchange|<1دست آمنند. آسننتانه  به
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های با بیان متفاوت عنوان آستانه معناداری برای  نبه

 در ن ر گرفته شد.

 

 
صورت ترکیبی از نیمی از نمودار ویولن )سمت چپ( و نیمی  ادغام شدند. هر نمونه به GSE45885ای و ویولن نمونه موجود در . نمودارهای جعبه2شکل  

ها نیز براساس نوع  دهد )شرح: وضعیت(. نمونهشده است. پرکردن هر نمونه، نوع نمونه را نشان میای )سمت راست( نشان داده از نمودار جعبه

 گیرند. قرار می  Xنمونه بر روی محور 

 

هننای بیننان  نننی از نننوع های خام شننامل ماتریسداده

microarray  ها دهار نمونننه کنتننرل و بودند. این داده

دهنننار نموننننه از بیمننناران مبنننتلا بنننه آزواسنننپرمی 

غیرانسدادی را شامل شنندند. پننردازش اولیننه شننامل 

سننازی زمینه و نرمالحذ  مقادیر مفقود، تصحیح پس

در  quantile normalizationبننا اسننتفاده از روش 

انجام شد. خروجی این مرحله، منناتریس   limma  بسته

های با بیننان ها بود. در ادامه،  نی بیان  نهنجارشده

 یافتننه در بسننتهاز مدل خلی تعمیممتفاوت با استفاده  

limma  تننابع(lmFit شناسننایی شنندند. سننپس بننرای )

های معنننادار سازی عملکردی، خروجی  نبررسی غنی

[ ارسال شد و نتایج بننا اسننتفاده 15]EnrichR به پایگاه 

به تصویر کشیده شد. سننپس   ggplot2R  [16]از بسته  

StringDB  [17]  برای بازیابی تعامننل هننای پننروتئین-

بننرای   4/0پروتئین استفاده شد. آسننتانه پننیش فننر   

داری تعامل استفاده شد. شبکه حاصل با استفاده از معنا

Cytoscape [18]  ترسننیم شنند و بننا  3.10.1نسننخه

 cytoscpae cytoHubba  [19]اسننتفاده از افزونننه

آنالیز شد. پنج پروتئین با بالاترین درجه گره به عنوان 

  ن ها  انتخا  شدند.

 

 هایافته

و تحلیلل   GOسلازی عملکلردی  تجزیه و تحلیلل غنی

 KEGGمسیر 

، مشخص شد که این KEGGدر تجزیه و تحلیل مسیر 

دهی های کاندید ممکن است بر مسیرهای سننیگنال ن

گلوکونئو نز، پردازش   اسپرماتو نز از جمله گلیکولیز/

پروتئین در شننبکه آندوپلاسننمی، متابولیسننم کننربن و 

 (.3درخه سلولی تث یر بگذارند )شکل 
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 . KEGGسازی مسیر  تجزیه و تحلیل غنی  .3شکل 

 

های  نننی در سننازی مجموعننهوتحلیل غنینتایج تجزیه

( و CC(، اجننزای سننلولی )BPفرآیندهای بیولننو یکی )

هننا ارتبنناطی DEG( در MF)عملکردهننای مولکننولی 

 BPها در شرایط  DEGمعنادار داشتند. در این تحقیق  

، عمننندتاً در BPاند. در دسنننته غننننی شنننده CCو 

اسپرماتو نز، رشد ارگانیسم دند سلولی، تمایز سلولی، 

بودننند توسعه اسپرماتید و تحرک اسننپرم غنننی شننده 

، عمنندتاً در میکروتوبننول، CC(. در دسننته 4)شننکل 

(. 4بودند )شننکل  وزیکول آکروزوم و هسته غنی شده  

ایننن یافتننه نشننان داد کننه عملکردهننای بیولننو یکی 

توجه بر تامین انر ی و ساخت اسکلت سننلولی در قابل

 است.طول رشد اسپرم متمرکز شده 
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 GO (Bp: biological process, Cc: cellular component, Mf: molecular function )سازی مسیر . تجزیه و تحلیل غنی 4شکل 
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پلروتنین  -تجزیه و تحلیل شبکه بلرهمکن  پلروتنین

(PPI) 

های بیوپسننی شامل نمونه  GSE45885مجموعه داده  

بافنننت بیضنننه از بیمننناران مبنننتلا بنننه آزواسنننپرمی 

دلیل های کنترل سننالم بننود. بننهو نمونه  1غیرانسدادی

هننای هنجارشننده و تعننداد مناسننب کیفیننت بننالا، داده

داده برای تحلیل انتخننا  شنند.   ها، این مجموعهنمونه

هننای کلینندی براسنناس پنننج برای افزایش اطمینان،  ن

، MCC ،Degree ،Closenessالگننننوریتم مختلننننف )

Betweenness  وEPCی ( در افزونننننهcytoHubba 

 
1 Sertoli-cell Only Syndrome 

هننا هایی که در تمامی الگوریتمانتخا  شدند و تنها  ن

، PLK1  ،CDC20  ،BUB1Bی بننالا بودننند )دارای رتبه

CCNB1  وCCNA2هننای هننا  نهننایی عنوان  ن( بننه

معیاره سبب (. این انتخا  دند1گزارش شدند )جدول  

کاهش بایاس ناشی از انتخا  یک شاخص منفرد )مانند 

Degreeهای دیگننری نیننز در ( گردید. اگرده الگوریتم

cytoHubba   موجود هستند، تحلیننل حساسننیت نشننان

داد که نتایج پنننج الگننوریتم فننوق از همپوشننانی بننالایی 

هننای بیشننتر ت ییننری برخوردارند و افننزودن الگوریتم

 کرد.های برتر ایجاد نمیدار در  نمعنا

 

 عنوان ژن هاب در آزواسپرمی غیرانسدادی . پنج پروتنین با بالاترین درجه گره به 1جدول 

ClosenessCentrality BetweennessCentrality Degree Gene Name 
0.29773601 0.06189711 103 PLK1 

0.288911917 0.022469738 98 CDC20 
0.288553095 0.015045648 94 BUB1B 

0.301405405 0.032649774 93 CCNB1 

0.288732394 0.0075894 89 CCNA2 

 

(، PPIپننروتئین )  -، شننبکه بننرهمکنش پننروتئین5شکل  

هننای هننا  دهد. ایننن  نرا نشان می  DEG  50تعامل  

ها در پنننج الگننوریتم مورد از آن  5ادغام شده و سپس  

هننای عنوان  ن ن هننا  بننه  5همپوشانی داشتند. ایننن

در شبکه حاصننل سننایز و شدند. کلیدی در ن ر گرفته 

هننا در شننبکه ها براسنناس میننزان درجننه آنرنگ گره

و اننندازه بننزر   قرمننزاسننت )رنننگ تعیننین شده

بننا بننالاترین درجننه گننره  هننایدهنده پننروتئیننشننان

ها در بیماری های ها  نسبت به سایر  نعنوان  نبه

 آزواسپرمی غیرانسدادی است(.  
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 های هاب ها و شناسایی ژن DEG( از PPIپروتنین ) -. شبکه تعامل پروتنین5شکل  

 

 بحث 

زایی به سه مرحله میتوز، مرحله میوز و فرآیند اسپرم

شود. اسپرم بالغ مرحله تشکیل سلول اسپرم تقسیم می

شننود و بننرای سنناز آزاد میهای منیدر مجننرای لولننه

سننازی بننه بافننت اپیدینندیم مهنناجرت انننر ی و یخیره

سننازی، هرگونننه . در کننل فرآیننند اسپرم[20]کند  می

تواند منجر به آزواسپرمی ناهنجاری در هر پیوند می

تواند منجر بننه نابنناروری در غیرانسدادی شود که می

زایی فرآینننند . فرآینننند اسنننپرم[21]منننردان شنننود 

های تن یمننی ای اسننت کننه شننامل مکانیسننمپیچیننده

ها تن یم سلح رونویسی مختلفی است که در میان آن

 .[22]است های اخیر کانون تحقیقاتی بوده ن در سال

که ت ییرات در   [23]اند  تعدادی از ملالعات نشان داده

تواننند بننر رشنند انننواع مختلننف های رونویسننی می ن

نهایننت منجننر بننه  های اسپرم تث یر بگننذارد و درسلول

بننروز آزواسننپرمی غیرانسنندادی شننود. در تحلیننل 

ی ، دو زیرمجموعننهGSE45885ی  های مجموعهداده

( و گننروه GSM1118243اصلی شامل گروه کنتننرل )

بیمننناران مبنننتلا بنننه آزواسنننپرمی غیرانسننندادی 

(GSM1118271مورد بررسی قرار گرفت. مقایسننه ) 

 ن بننا بیننان متفنناوت   50این دو گننروه نشننان داد کننه  

طور مشترک بین هر دو گروه شناسایی شنندند، بننه به

ها در بیمنناران نسننبت بننه کنتننرل این معنی که این  ن

صننورت معننناداری کنناهش بیننان داشننتند. تجزیننه و به

هننا عمنندتاً در نشان داد کننه ایننن  ن  GOتحلیل بعدی  

های دننند زایی، رشد ارگانیسننمشامل اسپرم  BPدسته  

سننلولی، تمننایز سننلولی، توسننعه اسننپرماتید و تحننرک 

شامل مژک متحننرک،  CCاسپرم و همچنین در دسته 
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اند. میکروتوبول، وزیکول آکروزوم و هسته غنی شننده

های تحقیقاتی در مورد ناباروری ها همچنین کانوناین

های اخیننر هسننتند مردان از سلح رونوشننت در سننال

نشان داد که  KEGG. نتایج تجزیه و تحلیل مسیر  [24]

ها ممکن اسننت بننر رشنند اسننپرم DEGمسیرهایی که  

تنننث یر بگذارنننند عمننندتاً در گلیکولیز/گلوکونئنننو نز، 

پردازش پروتئین در شننبکه آندوپلاسننمی، متابولیسننم 

کربن و درخه سلولی غنی شده بودند. ملالعات نشان 

کربنی ممکننن اسننت بننر اننند کننه متابولیسننم تننکداده

زایی تننث یر بگننذارد و منجننر بننه نابنناروری در اسننپرم

دهی مردان شود. پردازش پروتئین در مسننیر سننیگنال

کوئیتیناسننیون هیسننتون و شبکه آندوپلاسمی بننر یوبی

گذارد کننه استیلاسیون در طول تشکیل اسپرم تث یر می

. در ملالعننات [25]برای رشد اسپرم بسیار مهم اسننت  

 پروتئنننومی مشنننخص شننند کنننه مسنننیر گلیکنننولیز/

گلوکونئننو نز بننین افننراد عننادی و بیمنناران مبننتلا بننه 

آستنوزواسپرمی متفاوت اسننت، امننا تنناکنون گزارشننی 

گلوکونئننو نز و بیمنناران   مبنی بر ارتبا  بین گلیکولیز/

 آزواسپرمی غیرانسدادی وجود ندارد.

در مجموع پنج  ن ها  توسط پنننج الگننوریتم مختلننف 

دست آمد کننه در دننندین ، بهcytoHubbaدر افزونه  

الگوریتم همپوشانی دارند. پننس از مشننورت بننا اسننناد 

، برای اولننین بننار در ملالعننه NCBIپایگاه داده مانند  

حاضر، پنج  ن شناسایی شدند که ممکن اسننت ارتبننا  

 ،CDC20،BUB1Bزایی داشته باشند )نزدیکی با اسپرم

CCNB1 ، CCNA2  وPLK1 .) 

 ،CDC20،BUB1Bمن ور ملالعننه بیشننتر بیننان بننه

CCNB1 ، CCNA2 وPLK1 های اسننپرم در سننلول

هننای بننرای ادغننام و تجزیننه و تحلیننل مجموعننه داده

سلولی مربوطه استفاده شد. نتایج تحقیق یابی تکتوالی

های ها  حاضر نشان داد که در طی اسپرماتو نز،  ن

در اسپرماتوسیت اولیننه، اسننپرماتید گننرد، اسننپرماتید 

در بالاترین سننلح   PLK1دراز و اسپرم بیان شد. بیان  

های اولیننه بننود. در تمننایز اسننپرماتوگونی و سننلول

تقریبنناً بیننان نشنند،  CDC20اسپرماتوسننیت اولیننه، 

 ،CCNB1کننم بیننان شنند و بیننان   BUB1Bکهدرحالی

CCNA2  بیشتر ازBUB1B   بودند. نتایج نشان داد که

بیان این پنج  ن در فرآیند تکوین اسپرم متفاوت است 

هننا وجننود هننایی در مکانیسننم آنو ممکن است تفاوت

گننذارد. زایی تننث یر میباشنند کننه بننر اسننپرمداشننته 

( 1زایی عمنندتاً عبارتننند از: )های بالقوه اسپرممکانیسم

زایی، مانننند ساختار عملکردی و ترکیب سلولی اسننپرم

های سنناز، سننلولهای اسننپرمبیضننه، لولننه سنند خننونی

( کل 2های سوماتیک بیضه و غیره. )ساز و سلولاسپرم

( تن ننیم 3زایی و سینتیک ظهور اسننپرم. )فرآیند اسپرم

( تن ننیم موضننعی 4ریننز اسننپرماتو نز و )غنندد درون

 . [26]باشد اسپرماتو نز بیضه و غیره می

های اسپرم مسننیرهای رشنندی واضننحی دارننند. سلول

 CDC20،BUB1B ،CCNB1 ، CCNA2های مسیر  ن

در رشد اسپرم ساخته شد و مشخص شد که   PLK1و

شود. همیشه در سلح پایینی حفظ می  PLK1بیان  ن  

در طول فرآیند از تمایز اسپرماتوگونی   CCNA2 ن  

برابننر افننزایش را نشننان داد.  3بننه تولینند اسننپرم 

روند صعودی   CDC20و  BUB1B ،CCNB1های ن

های بنیننادی ای را در طول کل فرآیند از سلولآهسته

حاضر، اسپرماتوگونی تا تشکیل اسپرم نشان داد. درحال

مقننالات کمننی در مننورد ارتبننا  بننین رشنند اسننپرم و 

 و  CDC20،BUB1B  ،CCNB1،CCNA2هننای  ن

PLK1  حال،  ن  وجود دارد. بااینCCNA2   متعلننق بننه

است که اعضننای آن بننا بننرهمکنش بننا  cyclinخانواده  

CDK  کینازهننا، پیشننرفت درخننه سننلولی را تن ننیم

، امننا اینکننه آیننا ایننن  ن بننا رشنند اسننپرم [27]کنند  می

مرتبط است یا خیر، هنوز باینند بیشننتر مننورد ملالعننه 

شننود و در سنننتز می  Sقرار گیرد.  ن در شروع فنناز  

-A2گیرد، جایی کننه کمننپلکس سننیکلین هسته قرار می

CDK2   در شروع و پیشرفت سنتزDNA  .نقننش دارد

توسننط کمننپلکس  MCM4و  CDC6فسفوریلاسننیون 

در طننول   DNAاز تکثیننر مجنندد    A2-CDK2سیکلین  

و  ن کنند کننننده   [27]کند  درخه سلولی جلوگیری می

PLK1    سال پیش با تجزیه و   30برای اولین بار بیش از
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های لارو کننه دارای های نوروبلاستتحلیل جهش یافته

های متعنندد میتننوزی بودننند تشننخیص داده ناهنجاری

شنند. ایننن کیننناز بننه انننواع عملکردهننای میتننوزی و 

غیرمیتوزی از جمله تجمع سانترومر، بلو  سانتروزوم، 

تکه شدن گلننژی، سننیتوکینز و در ارتبننا  بننا سننایر تکه

، ورود DNAبه تکثیر    CDK1کینازهای میتوزی مانند  

. [28]کننند میتننوزی، ترکیننب کرومننوزوم کمننک می

یک سننیکلین مخصننو    CCNA2و    CCNB2همچنین  

میوز است، برای میوز در انسان مورد نینناز هسننتند و 

شننوند و های زایای بیضه در انسان بیننان مننیدر سلول

در طننول اسننپرماتو نز، تبننادل صننحیح هیسننتون بننه 

شننوند و بننرای پروتامین باعننت تننراکم کرومنناتین می

. [29]تمننایز کامننل اسننپرماتیدها ضننروری هسننتند 

 SAC، متعلق به خانواده  q15-1، درBUB1Bهمینلور  

کننند و در عملکننرد دوک و را کنند می Bاسننت، کیننناز 

جداسننازی کرومننوزوم نقننش دارد. ایننن پننروتئین در 

سننانترومر قننرار دارد و در مهننار کمننپلکس محننرک 

آنافاز، به تاخیر انداختن آنافاز و اطمینان از جداسننازی 

و  He. [30]هننننا نقننننش دارد مناسننننب کروموزوم

بننا اسننتفاده از مجموعننه  2021همکننارانش در سننال 

یابی تک سلولی مهم بننالینی های رونویسی و توالیداده

هننای هننا  (،  نGEOداده  نننی بیننان  ن )در پایگنناه

زایی را شناسننایی کردننند. بننر کاندید مربو  به اسپرم

شناسی سازی عملکردی هستیها، آنالیز غنیاساس آن

ها المعار   نسازی دایره(، آنالیز مسیر غنیGO ن )

(، آنننالیز شننبکه تعامننل KEGGهننای کیوتننو )و  نوم

های اصننلی (، آنننالیز مؤلفننهPPIپننروتئین )-پننروتئین

(PCAتجزیننه و تحلیننل خوشننه ،) ای سننلولی و تحلیننل

 ن بننا بیننان متفنناوت را  430زمانی در مجمننوع شننبه

شناسایی کردند که از ایننن میننان سننه  ن مربننو  بننه 

( گزارش TTC25و    C22orf23  ،TSACCزایی )اسپرم

شده است و بیان این سه  ن ها  در هر نننوع سننلول 

زمانی از اسپرم متفاوت بود. نتایج تجزیه و تحلیل شننبه

در کننل فرآیننند  TTC25سه  ن هننا  نشننان داد کننه 

کننه رشد اسپرم در حالت بیان کم قرار داشت، درحالی

دارای دو نوسننان در مراحننل تمننایز  C22orf23بیننان 

اسننپرماتوگونی و اواخننر اسپرماتوسننیت اولیننه بننود و 

TSACC  های بنیننادی روند صعودی از مرحلننه سننلول

اسپرماتوگونی بننه مرحلننه اسننپرماتو نز را نشننان داد 

هننای کاندینند ارزش بننالقوه  ن،  و همکاران  1شن.  [31]

در بیماران مبتلا به آزواسپرمی غیرانسنندادی بننا بیننان 

( را شناسننایی کردننند. آنالیزهننای DEGsمتفنناوت )

پننروتئین   -سازی عملکردی و شبکه تعامل پروتئینغنی

(PPIساخته شد و  ن ) .های ها  را شناسننایی کردننند

هننای کلینندی بنابراین، نشان دادند که این ملالعننه  ن

مننرتبط بننا آزواسننپرمی غیرانسنندادی و عملکردهننای 

بننر ایننن،  هننا را شناسننایی کننرد. عننلاوهبیولننو یکی آن

CEP55  ممکننن اسننت نقننش مهمننی در پنناتو نز ایننن

بیماری ایفا کند که بینش جدیدی را در مورد درمننان 

 .[32]دهد هدفمند آزواسپرمی غیرانسدادی ارائه می

های داده عمومی موجود برای پژوهش حاضر از پایگاه

هننای های نمایننه بیننان  ن و دادهادغننام ریزآرایننه

سنننلولی بنننرای تجزینننه و تحلینننل ینننابی تکتوالی

توان نتایج ترتیب، میاینبیوانفورماتیک استفاده کرد. به

حال، برای دست آورد. با اینتری بهقابل اعتماد و دقیق

هننای زایی، آزمایشها و اسپرمتثیید رابله بین این  ن

 شناسی مولکولی موردنیاز است.زیست
 

 گیرینتیجه

، PLK1نتننایج ایننن ملالعننه نشننان داد کننه پنننج  ن 

CDC20 ،BUB1B ،CCNB1  وCCNA2  نقش کلیدی

در فرآیند تقسیم سلولی، کنترل درخه میتوز و تمننایز 

های اسپرم دارند. کاهش یا اخننتلال در بیننان ایننن سلول

تواننند موجننب توقننف یننا ناهنجنناری در هننا می ن

توانننند هننا میزایی شود. از من ر بالینی، این  ناسپرم

عنوان نشانگرهای زیستی برای تشننخیص زودهنگننام به

بیمنناران مبننتلا بننه آزواسننپرمی غیرانسنندادی مننورد 

براین، مسننیرهای دخیننل در استفاده قرار گیرند. علاوه

ای بننرای اهنندا  بننالقوه CCNB1و  PLK1عملکننرد 
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ی درخننه سننلولی در کنننندهطراحننی داروهننای تعدیل

شننود در شننوند. پیشنننهاد میبافت بیضه محسو  می

، امکان in vivoو  in vitroهای آینده با انجام آزمایش

ها بررسی گردد تننا ی این  نی دارویی بر پایهمداخله

مسیرهای درمانی جدیدی بننرای بهبننود اسننپرماتو نز 

 فراهم شود.
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