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ی یکــی از فاکتورهــاي اســپرمعنوان هبــ (PAWP) وزومــیغلاف خلف آکر WWمین ین متصل به دُیپروت :زمینه و هدف

 انــددادهن نشــا پیشــین. مطالعــات گرددمیبیان  ،در اسپرماتیدهاي طویل شدهمعرفی شده که سازي تخمک فعال مرتبط با

یر هــا تــاثینیهــا و پروتبیــان ژن، تواند روي کیفیــت مــایع منــیکه افزایش دماي بیضه در مردان نابارور با واریکوسل می

ارور و بــاسپرم بین مــردان  DNAین و همچنین آسیب یو پروت RNAدر هر دو سطح  PAWPبیان در این مطالعه،  گذارد.

  .مقایسه شدمردان نابارور با واریکوسل 

 مراجعــه وســلواریک بــا نابــارور 35 و بارور فرد 20 از منی مایع هاي، نمونهيشاهد-مطالعه مورد نیدر ا :روش بررسی

ي اســپرمی، شــده بــود. پارامترهــا يآورجمــع 1395 وریتا شــهر 1394 ياصفهان از د يو نابارور باروري کزمر به کننده

 ،یســازمان بهداشــت جهــاندســتور کــار  سترتیب بر اساین بهیو پروت RNAدر هر دو سطح  PAWP، بیان DNAآسیب 

 ســهیهــا مقایــابی قــرار گرفــت و دادهمراز همزمان و تکنیک وسترن بلات مــورد ارزیپل رهیتست کروماتین، واکنش زنج

  .دیگرد

) =03/0P( ینیو پــروت )>RNA )001/0Pدر هــر دو ســطح  PAWPمیانگین غلظت اسپرم، درصد تحرك و بیان  ها:یافته

ورفولــوژي نگین درصد ممیاهمچنین  .تر بودداري پاییناطور معندر افراد نابارور با واریکوسل در مقایسه با افراد بارور به

 بــود یشــتربداري اطور معنــافراد نابارور بــا واریکوســل در مقایســه بــا افــراد بــارور بــه DNAیعی اسپرم و آسیب غیرطب

)03/0P=.(  

ســل ارور بــا واریکویند اسپرماتوژنز و لقاح نقش دارد، در افــراد نابــآینی که در فریعنوان پروتهب PAWPبیان گیري: نتیجه

در  مهم نابــاروري هاياتیولوژيعنوان هتوان باین افراد مختل شده که میدر اسپرم  DNAکاهش یافت. همچنین سلامت 

  نظر گرفت.

   .یمن عیما زیآنال، DNA، آسیب PAWPواریکوسل، شاهد، - مطالعه مورد :لیديک لماتک

 

  
صورت باشد که بهواریکوسل می ،یکی از علل ناباروري در مردان

     ي پامپینی فرمی ورید اسپرماتیک و پیچ و خم شبکهاتساع غیرطبیع

در افراد نابارور با واریکوسل، افزایش  1.شودنمایان میدر اسکروتوم 

  اهش کیفیت ـز، کـد اسپرماتوژنـروندر لال ـضه، اختـدرجه حرارت بی

  

تاکنون عواملی  2پارامترهاي اسپرمی و ناباروري گزارش شده است.

دي، استرس گرمایی بیضه، افزایش سطح همچون هایپوکسی وری

استرس اکسیداتیو، عدم تعادل هورمونی و افزایش سطح سموم 

شیمیایی و فلزاتی مانند روي و آهن در پاتولوژي واریکوسل شناخته 

احتمال افزایش دماي بیضه، یکی از مهمترین عوامل به 4و3شده است.

با واریکوسل  اسپرماتوژنز در بیماران نابارور شدنموثر در مختل 

  مقدمه

 
  

 

  423تا  417هاي ، صفحه6شماره  ،75دوره ، 1396 شهریوری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  31/06/1396آنلاین:      30/06/1396پذیرش:      21/06/1396: ویرایش     11/02/1396دریافت:          چکیده
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  423تا  417 ،6، شماره 75، دوره 1396 شهریوری تهران، کشگاه علوم پزشی، دانکده پزشکمجله دانش

 

که بالا رفتن دما باعث اختلال در فرآیند  است باشد. مشخص شدهمی

توان شود که میدنبال آن کاهش کیفیت مایع منی میاسپرماتوژنز و به

و همچنین مورفولوژي اسپرم ، و به کاهش تعداد اسپرم، درصد تحرك

  6و5اشاره نمود. DNAآسیب افزایش 

یک سري وقایع سلولی و  ،سازي تخمکدر طی لقاح و فعال

هاي جانوران، با آزادسازي تخمک دهد که در بیشترمولکولی رخ می

اسپرم پستانداران پس از اتصال  8و7.شودکلسیم درون سلولی همراه می

ینی اختصاصی را به درون ی(فاکتورهاي) پروت با تخمک، برخی فاکتور

نوسانات  (فاکتورها) کند که این فاکتورسیتوپلاسم تخمک رها می

 کند. هنوز مشخص نیست که کدام فاکتوراندازي میکلسیم را راه

(فاکتورهاي) اسپرمی بالا دست آزادسازي کلسیم درون سلولی جهت 

ي کند. از بین فاکتورهاي فعال کنندهسازي عمل میآغاز فرآیند فعال

 :PLCζ)زتا  Cتخمک بررسی شده در پستانداران، فسفولیپاز 

Phospholipase C ζ)  و دمینWW غلاف خلف آکروزومی Post-

acrosomal WW-domain binding protein, PAWP  بیشتر مورد

  10و9اند.توجه قرار گرفته

به داخل  PLCζدنبال اتصال غشاي اسپرم با تخمک و رهایی به

تخمک،  بااتصال غشاي اسپرم ، و به داخل تخمک PLCζتخمک، 

PLCζ بیس فسفات 5، 4فسفواینوزیتید تواند می (PIP2)  درون را در

  X-Yيي اتصال دهندهو از طریق ناحیه دهدهدف قرار مورد سلول 

 به اینوزیتول تري فسفات PIP2واکنش دهد. سپس  PIP2خود با 

(IP3) و دي آسیل گلیسرول (DAG) شکسته شده و به دنبال آن IP3 

با رسپتور خود درون سلول واکنش دهد و نوسانات کلسیم القا 

، مکانیسم مولکولی دقیق مسیر سیگنالی ζPLCبر خلاف  11.گردد

PAWP  .هنوز مشخص نشده است  

PAWP  هیچ فعالیت آنزیمی ندارد ولی فعالیت هیدرولیتیکی

PLC ي ژنتیکی را دارا عنوان فعال کنندهو توانایی براي عمل کردن به

 هاینیتوسط بر همکنش با دیگر پروت PAWPباشد. فرض شده که می

سازي موفق براي فعال  PLCγ.اعمال کندرا در تخمک  ات خوداثر

چگونه  PLCγنیست که  روشنباشد، اما هنوز تخمک الزامی می

 11شود.از اسپرم فعال می برگرفتهسازي تخمک توسط فاکتور فعال

داخل تخمک در مراحل به PAWPکه به دنبال آزادسازي شده پیشنهاد 

هاي مرتبط با ینیبا بر همکنش با پروت PAWPاحتمال بهنهایی لقاح، 

YAP کند که از طریق عمل میSrc-like kinase ، فعال شدنPLCγ  را

 3IPبه  γPLCتوسط  γPLC ،2PIPپس از فعال شدن  11به همراه دارد.

آزادسازي کلسیم را  IP3شود. سپس و دي آسیل گلیسرول شکسته می

ر روي این ب IP3تورهاي ندوپلاسمی از طریق القا به رسپآي از شبکه

هاي دمین ینیپروت با توجه به اینکه برخی 13و12کند.اندازي میشبکه راه

WW1 مثل YAP ین واکنش دهنده با یعنوان یک پروتبهPAWP ،

شوند و یک موتیف متصل شونده به طور زیادي در تخمک بیان میبه

SH3 باشند، ممکن استرا دارا میPLCγ  از طریق طور غیرمتعارفی به

در طول لقاح مهره داران فعال  PIP2خودش براي شکستن  SH3مین دُ 

  14و12شود.

در غلاف خلف آکروزومی در پستانداران،  PAWPجایگاه 

شناسایی شده  اي سر اسپرم در طی اسپرمیوژنزپوشش دور هسته

در  PAWPین نوترکیب یمشخص شد که ریزتزریق پروت 15- 17است.

 يدوبارهوس و پستانداران منجر به شروع زنوپ 2هاي متافاز تخمک

همراه همچنین تزریق اسپرم به .شودمیوز و تشکیل پیش هسته می

. بنابراین نقش گرددمیلقاح  توقفمنجر به  PAWPبادي ضد آنتی

PAWP ي تخمک مورد توجه بیشتر قرار عنوان فاکتور فعال کنندهبه

در  PAWPب ین نوترکییتزریق پروت ،افزون بر این 15گرفت.

 .دنبال داردهاي زنوپوس، موش و انسان، نوسانات کلسیم را بهتخمک

در اسپرم با نتایج لقاح در انسان  PAWPهمچنین ارتباطی بین سطح 

مطالعات پیشین  15- 18و10.ه استیا با لقاح مصنوعی در دام گزارش شد

اند که استرس دمایی مانند وضعیت واریکوسل و همچنین نشان داده

تواند منجر شود، میحرارتی که در طی فریز به اسپرم وارد می شوك

 هدف از مطالعه حاضر، مقایسه بیان 20و19شود. ζPLCبه کاهش بیان 

PAWP آسیب ترجمه) و  و رونویسی سطح دو هر (درDNA  اسپرم

  بارور بود.   مردان و واریکوسل با بین مردان نابارور

  

  
در آزمایشگاه آندرولوژي پژوهشکده  يشاهد-مورد مطالعهاین 

انجام شد. نمونه مایع منی از افراد  پژوهشگاه رویان زیست فناوري

تا  1394از دي کننده به مرکز باروري و ناباروري اصفهان مراجعه

آوري گردید. افراد مورد بررسی در این مطالعه جمع 1395شهریور 

فرد نابارور با  35(شاهد)،  ولشامل دو گروه هستند، گروه ا

که جهت انجام عمل واریکوسلکتومی به این  3 و 2درجه  واریکوسل

  بررسیروش 
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فرد بارور، بدون  20(کنترل)،  مرکز مراجعه کرده بودند و گروه دوم

گزینی سابقه واریکوسل، که کاندید تشخیص ژنتیکی پیش از لانه

(Preimplantation genetic diagnosis, PGD) جنسیت  جهت تعیین

هاي ي زوجبراي حفظ تعادل جنسیت در خانواده بودند. از همه

ي ي کتبی گرفته و نمونهنامهکننده در این طرح، رضایتشرکت

  ها در طرح استفاده شد. بیماران با آگاهی آن

ظروف  روز پرهیز از مقاربت در 3- 5از  پسنمونه مایع منی افراد 

یل انزال به آزمایشگاه تحودقیقه پس از  15- 30استریل و در مدت 

داده شد. سپس بخشی از نمونه مایع منی هر دو گروه از لحاظ 

اساس  تحرك و مورفولوژي) بر (غلظت، پارامترهاي اسپرمی

بخش  با بررسی 21.معیارهاي سازمان بهداشت جهانی بررسی گردید

آزمون  اسپرم توسط روش DNAي اسپرم، آسیب باقیمانده نمونه

ي mRNAو بیان نسبی سطوح  SCSA(22(ین اسپرم ساختار کرومات

PAWP  توسط تکنیکReal-time PCR ین یو پروتPAWP  توسط

   24و23مورد بررسی قرار گرفت.وسترن بلات  تکنیک

ي مکلر بر ي اسپرمی با استفاده از لام شمارندهغلظت نمونه

الیز آن حسب میلیون بر لیتر، میزان تحرك اسپرم با استفاده از سیستم

بر  )Computer aided sperm analysis, CASA(اتوماتیک اسپرم 

آمیزي رفولوژي اسپرم با استفاده از رنگحسب درصد و مو

بی زیامورد ارسازمان بهداشت جهانی  دستورکار بر اساس پاپانیکولائو

  21قرار گرفت.

 SPSS statistical از این مطالعه با استفاده از نتایج حاصل

software, version 11.5 (IBM, Armonk, NY, USA)  از طریق و

قرار گرفت.  ارزیابیمورد  Independent samples t-testآنالیز آماري 

  دار در نظر گرفته شد.الحاظ آماري معن از ≥05/0Pدر این مطالعه، 

  

  
 فرد 35فرد بارور و  20آنالیزهاي معمول مایع منی بر روي 

 سازمان بهداشت جهانی اساس دستورکارکوسل بر نابارور با واری

افراد با  بینتوصیف پارامترهاي مایع منی  1جدول  21انجام شد.

 دهد. میانگین غلظت اسپرمواریکوسل و افراد بارور را نشان می

)، تعداد کل اسپرم 16/86±10/9در مقابل  08/7±09/39(

سپرم )، درصد تحرك ا99/498±16/74در مقابل  75/14±58/105(

 15/3±32/0و حجم مایع منی  )61/58±27/4در مقابل  41/3±01/46(

اریکوسل داري در افراد نابارور با واطور معن) به71/5±53/0در مقابل 

  . )>05/0P( در مقایسه با افراد بارور کمتر بود

در  64/96±30/0، درصد مورفولوژي غیرطبیعی اسپرم (همچنین

     اري در افراد نابارور با واریکوسلداطور معن) به65/95±29/0مقابل 

       يوسیلهاسپرم به DNAآسیب  در مقایسه با افراد بارور بیشتر بود.

 Sperm chromatin structure)آزمون ساختار کروماتین اسپرم  تکنیک

assay, SCSA) ارزیابی شد و بین دو گروه مورد مطالعه مقایسه       

       ت، درصد آسیبنشان داده شده اس 1گردید. همانطور که در شکل 

DNA داري در افراد نابارور با واریکوسلاطور معناسپرم به      

      ) بیشتر بوده75/11±18/1( ) در مقایسه با افراد بارور52/1±45/16(

  ).=03/0P( است

  
  بین افراد بارور و افراد نابارور با واریکوسل یاسپرم هايپارامتر یفیتوص زی: آنال1جدول 

  واریکوسل با نابارور افراد  پارامترها

  =35N استاندارد) خطاي ±(میانگین

  بارور افراد

  =20N )استاندارد خطاي ±میانگین(

 

*P  

  >001/0  10/9±16/86  08/7±09/39 لیتر)در هر میلی 610(غلظت اسپرم 

 03/0 27/4±61/58  41/3±01/46 درصد تحرك اسپرم

 03/0  29/0±65/95  30/0±64/96 درصد ناهنجاري مورفولوژي اسپرم

  >15/3±32/0  71/5±53/0  001/0 (ml) حجم

  >001/0  16/74±99/498  75/14±58/105 )610(انزال/ تعداد کل اسپرم

 

  .در نظر گرفته شد دارامعن P>05/0 ها مقایسه شدند و، گروهtest-Independent t :آنالیز آماري *

  هایافته
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فراد بارور و افراد نابارور با ا نیاسپرم ب DNA بیدرصد آس سهی: مقا1شکل 

  .کوسلیوار

شدند و ستاره نشانگر اختلاف  سهیها مقا، گروهIndependent t-testآنالیز آماري  قیطر از

  است. >05/0Pدو گروه در سطح  نیب يدارامعن

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

ین بین افراد یو پروت RNAدر هر دو سطح  PAWPمقایسه بیان نسبی  :2شکل 

 ابارور با واریکوسل.بارور و افراد ن

نشانگر اختلاف ها مقایسه شدند و ستاره ، گروهIndependent t-testآنالیز آماري از طریق 

  است.  >05/0Pداري بین دو گروه در سطح امعن

  
PAWP  در سطحRNA ي تکنیک وسیلهبهQuantitative 

polymerase chain reaction (qPCR) يوسیلهین بهیو در سطح پروت 

نشان داده شده  2یک وسترن بلات تشخیص داده شد. در شکل تکن

 يطور معناداربه RNAدر سطح  PAWP ینسباست که میانگین بیان 

   راد بارورـبا اف سهیدر مقا )0/0±12/72( کوسلیدر افراد نابارور با وار

  

  

  

  

  

  

  
(باند  GAPDHو کیلودالتون)  38(باند  PAWPهاي ینیوسترن بلات پروت :3شکل

  فرد نابارور با واریکوسل پنجفرد بارور و  چهارکیلودالتون) در  32

نشانگر اختلاف ها مقایسه شدند و ستاره ، گروهIndependent t-testآنالیز آماري از طریق 

  است.  >05/0Pداري بین دو گروه در سطح امعن

  
  

  

 PAWPوسترن بلات ). >001/0P( بوده است ترنییپا )14/24±0/1(

 داده نشان 3در شکل  هار فرد بارور و پنج فرد ناباروردر چ اسپرم

طور ین بهیدر سطح پروت PAWPشده است. میانگین بیان نسبی 

) در مقایسه با 67/0±8/0( نابارور با واریکوسلداري در افراد امعن

بود  ترپایین )=03/0P(داري اطور معنهب) 00/1±13/0( افراد بارور

  .)2(شکل 

 

  
این مطالعه  ها، درینیبا توجه به تاثیر دما بر روي بیان پروت

بین افراد نابارور با واریکوسل و افراد بارور مورد  PAWPین یپروت

. مطالعات نشان دادند که نوسانات کلسیم و لقاح گرفتارزیابی قرار 

 برگرفتهیا پپتیدهاي رقابتی  PAWPبادي ضد توسط اسپرم که از آنتی

 PAWP رواز اینها استفاده شده بود، مهار گردید. شده از توالی آن

سازي دخیل در فعالاحتمالی اسپرمی  هايعنوان یکی از فاکتوربه

در  Kennedyو  Aarabi، افزون بر این 25و18و15و12تخمک پیشنهاد شد.

در فرآیند اسپرمیوژنز،  PAWPمطالعات خود به منظور اثبات نقش 

طه با ارتباط بین مورفولوژي غیرطبیعی سر اسپرم با گزارشی در راب

 در 26و17در اسپرم انسان و دام گزارش کردند. PAWPمحتواي کم 

 يکه دارا ي: افرادGlobozoospermia( یگلوبوزواسپرمافراد نابارور 

 در سر هستند) ییسرگرد و فاقد آکروزوم و یا آکروزوم جز يهااسپرم

  بحث
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طور هبین نسبت به افراد بارور یو پروت RNAدر سطح  PAWPبیان 

هایی که داراي کاهش داشته و نشانگر این است که اسپرمداري امعن

 27مواجهند. PAWPین یشکل غیرطبیعی سر هستند با کاهش بیان پروت

عنوان یک بیومارکر جهت پیشگویی به PAWP ،ي دیگرمطالعهدر 

 رواز این 17.عرفی شده استگزینی مو تکوین پیش از لانه ICSIلقاح 

PAWP سزایی در فرآیند لقاح و فعال شدن تخمک دارد. نقش ب  

ابارور نبین افراد ، PAWPدر این مطالعه براي اولین بار بیان نسبی 

 ین موردیو پروت mRNAبا واریکوسل و افراد بارور در هر دو سطح 

 PAWP مقایسه و ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که میزان بیان

ه ین در افراد نابارور با واریکوسل نسبت بیو پروت mRNAح در سط

  . داشته است دارياافراد بارور کاهش معن

هاي ناباروري مردان نابارور با بنابراین یکی از اتیولوژي

و عدم فعال شدن  PAWPتواند مربوط به کاهش سطح واریکوسل می

ي بیان علت تاثیر افزایش دماي بیضه بر روهبتخمک در این افراد 

در افراد نابارور  تازگیبهباشد. ها در طی اسپرماتوژنز ژن

و  RNAدر سطح  PAWPمشخص شده که بیان  یگلوبوزواسپرم

داري نسبت به افراد بارور کاهش داشته و با انجام اطور معنین بهیپروت

داخل هروش تزریق اسپرم بسازي مصنوعی تخمک پس از فعال

) 41%/7( ) و حاملگی56%/06( ان لقاحمیز، (ICSI)سیتوپلاسم تخمک 

و  Tavalaeeدر پژوهش  24یابدمیبخشی افزایش طور رضایتبه

مثبت  PAWPهاي داراي داري بین درصد اسپرماارتباط معن همکاران

 28مشاهده شده است. ICSIبا پارامترهاي اسپرمی و میزان لقاح پس از 

عنوان فاکتور اسپرمی به PLCζبیان  ، گزارش شده کهگریدر پژوهش د

دخیل در فعال شدن تخمک در افراد نابارور با واریکوسل دیگر 

  29داشته است. داري را نسبت به افراد بارورامعن کاهش

 به )Perinuclear theca(نوکلئارتکا ناحیه پري نزدیکیبا توجه به 

. در باشدتحت تاثیر  می تواند در این افرادنیز اسپرم  DNA، هسته

 در افراد نابارور با واریکوسل DNAافزایش آسیب  پیشین مطالعه

مایع استرس اکسیداتیو سطح بالاي  با که این افزایش گزارش شده

   30.مرتبط استمنی 

 تواند با افزایش، میاسترس گرمایی یا شرایط واریکوسل رواز این

در  23و13و کاهش کیفیت پارامترهاي اسپرمی همراه باشد. DNAآسیب 

اسپرم  DNAسایر مطالعات، میانگین درصد آسیب  همانندلعه، این مطا

داري اطور معندر افراد نابارور با واریکوسل در مقایسه با افراد بارور به

تواند و کیفیت پارامترهاي اسپرمی نیز کاهش یافته بود که می بیشتر

یند اسپرماتوژنز به سبب استرس دمایی بیضه در این آعلت نقص فرهب

   34و33شد.افراد با

 در اسپرم افراد نابارور DNAو افزایش آسیب  PAWPکاهش بیان 

راد اف ایندر  ناباروري مهم هاياتیولوژيتواند از میبا واریکوسل 

  باشد. 

حاصل بخشی از طرح پژوهشکده  این مقاله :سپاسگزاري

در  PAWPمقایسه بیان "فناوري پژوهشگاه رویان، تحت عنوان زیست

بین  94000074با کد  "ابارور با واریکوسل و افراد باروراسپرم افراد ن

            اجرا شده است. 1395تا  1394هاي سال
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Background: Post-acrosomal sheath WW domain binding protein (PAWP) is one of 

sperm factors related to oocyte activation and is expressed in elongating spermatid. 

Previously, the effect of high of testicular temperature in infertile men with varicocele 

on semen quality, sperm DNA damage, expression of genes and proteins were reported. 

In this study, expression of PAWP at RNA and protein levels, and also sperm DNA 

damage were compared between fertile and infertile men with varicocele. 

Methods: In this case-control study, semen samples were collected from 35 infertile 

men with varicocele (grade II & III) and 20 fertile men referring to Isfahan Fertility and 

Infertility Center from January 2016 to September 2016. Ejaculated semen was 

obtained by masturbation into a sterile plastic container after 3-5 days of abstinence and 

was allowed to liquefy at room temperature. Briefly, sperm concentration, motility and 

morphology were evaluated using a sperm chamber (Sperm meter; Sperm Processor, 

Aurangabad, India), Computer Assisted Semen Analysis (CASA, Video Test, ltd: 

version Sperm 2.1, Russia) and Papanicolaou staining, respectively. In addition, DNA 

fragmentation, expression of PAWP at RNA and protein levels were assessed by real-

time PCR, and Western blot technique, respectively. Microsoft Excel 2013 (Microsoft 

Corp., Redmond, WA, USA) and Package for the Social Studies were used to analyze 

data. We used independent-samples t-test to compare the mean value between different 

groups. Differences with values of P<0.05 were considered as statistically significant. 

Results: Mean of semen volume, sperm concentration, percentage of sperm motility, 

and expression of PAWP at both RNA (P=0.0001) and protein (P=0.03) levels were 

significantly lower in infertile men with varicocele in comparison with fertile men. In 

addition, mean percentage of sperm abnormal morphology and sperm DNA 

fragmentation were significantly higher in infertile men with varicocele in comparison 

with fertile men (P<0.05). 

Conclusion: Expression of PAWP as a protein involved in spermatogenesis and 

fertilization process, has decreased in infertile men with varicocele. In addition, sperm 

DNA integrity was disrupted in these individuals that can be considered as a main 

etiology of infertility. 

 

Keywords: case-control studies, DNA fragmentation, PAWP, semen analysis, 

varicocele. 
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