
  
  
  
  
  

  
  

    



  
  



   

 

 



 
  
  



  
  
  

  نامه پايان
  حيعلوم تشركارشناسي ارشد در رشته دوره 

  
  

  عنوان
ط يپس از كشت تخمدان موش در محها  كوليرشد فول يابيارز
شاخص  ي لهيوس به B9 (GDF-9B) -يزيتما يعامل رشد يحاو

  (PCNA) ير هسته سلوليژن تكث يآنت
  
  

  نگارش
  مژده پاژخ

  
  

  استاد راهنما
  اين مژده صالح دكتر

  
  
    1391 زمستان



ଘ م৤قدৎ:   
  

 ਚ࡭وق اصज़ ଒ وارمদود یپدر ୁرর راه علم భ ھادن৩ گام భ ام.  
  

  .م࣓ د ز৯دজ یا१وه ධ්ر و اঃ ، ما඼ෙय़ భباৣم
  

 ਩ساই هૡھ ଘ جام ا یو৅ا భ اජ໑ ଒ ଌدین پا৯دඟ໊ ਝ ଓฬ ان.  
  



  تشكر و قدرداني
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كـه همـواره روشـنگر    ، دشانيم مفيمشفقانه و تعالهاي  ييغ و راهنمايدر يپاس زحمات ب

، لم از حسن خلقيدادند و در طول دوران تحص ياريان نامه ين پايه ايراهم بوده مرا در ته
  .شان بهره گرفتميا يتفكر در كارها و فروتن، صداقت

، نيسركار خانم دكتر منصوره موحـد د بزرگـوارم  يه اساتيو تشكر خالصانه از كل ريتقد
 ـيطر يدكتر تق يجناب آقا، يرضازاده ولوجرد يدكتر مجتب يجناب آقا كـه   يح

  .شان را داشتميا يل افتخار شاگرديدر دوران تحص

شـهرام   يآقـا ، يم ـيده ابراهيخانم سع، زميار عزيخوب و دوستان بسبا سپاس از همراهان 
  .حيان گروه علوم تشريه دانشجويمحمدلو و كل يآقا، يد عربگريوح، رانونديپورب



  :چكيده
مشتق از تخمك است كه در  ينيك فاكتور رشد پروتئي )B9 ) GDF-9B - عامل رشدي تمايزي :مقدمه

هاي  ن فاكتور عمدتا بواسطه رسپتور خود بر سطح سلوليا، است يضرورتكوين فوليكول هاي تخمدان 
ژه يبـو  ينيمراحـل مختلـف تكـو   هـاي   كـول يبـر فول  GDF-9Bاثـر  . كنـد  مي گرانولوزا اثر خود را اعمال

  .ه نا مشخص استيو اول يبدوهاي  كوليفول
 ان ژني ـب، ينيمراحـل مختلـف تكـو   هاي  كوليفول بر رشد GDF-9Bاثر  ين مطالعه بررسيهدف از ا

ول و پروژسـترون توسـط   ياسـتراد هـاي   هورموند يو تول) PCNA( شاخص آنتي ژن تكثير هسته سلولي
  .كشت شده بودهاي  تخمدان

 .مدت هفت روز كشـت شـدند  به چهارده روزه هاي  بدست آمده از موشهاي  تخمدان :ها مواد و روش
چهارده روزه كشـت  هاي  تخمدانو  هيط پايچهارده روزه كشت شده در محهاي  شامل تخمدانها  گروه

كشـت شـده جهـت    هـاي   از تخمـدان ، ان دورهيدر پا. بودند GDF-9B شده با يه غنيط پايشده در مح
هـاي   سطح ترشـح هورمـون  . ديه گرديته يبافتهاي  برش ينيمراحل مختلف تكوهاي  كوليشمارش فول

. قرار گرفـت  يابيارزدوم و هفتم مورد  يكشت شده در روزهاهاي  ول و پروژسترون در تخمدانياستراد
  .قرار گرفت يابيمورد ارز Real time-PCRكشت شده توسط هاي  خمداندر ت PCNAان ژن يسپس ب

كشـت  هـاي   ز تخمدانيسا، آنترالهاي  كولين مطالعه نشان داد كه درصد فوليج حاصل از اينتا: جينتا
هـاي   در تخمـدان  PCNAان ژن ي ـول و پروژسـترون و ب يد اسـتراد يتول، آنترالهاي  كوليز فوليسا، شده

را نسبت بـه گـروه    يش قابل توجهيافزا GDF-9Bشده با  يه غنيط پايدر مح چهارده روزه كشت شده
  ).≥P 05/0( دهد مي ه نشانيط پايچهارده روزه كشت شده در مح

هـاي   كـول يك رشـد فول يباعث تحر GDF-9B نشان داد ق حاضريدر مجموع تحق: و بحث يريگ جهينت
و  يري ـفـاكتور تكث ك يبعنوان ب ين تركيارسد  مي به نظر گردد و مي آنترالهاي  كوليل به فولپره آنترا

هـاي   ط كشت تخمدانيدر محها  د هورمونيش توليو افزا PCNAان ژن يش بيباعث افزا بوده كه يبلوغ
  .شدچهارده روزه كشت شده 
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  بر مطالعات گذشته يمقدمه و مرور: فصل اول
  

  
  

    

 اولفصل
 
 
 
 

  مقدمه و مروري 
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 در تخمدان موشها  كوليفول يكيمورفولوژ يبند طبقه .1-1

هـا   كـول يفول ياجـزا . تخمدان پسـتانداران هسـتند   يو عملكرد يواحد ساختار يتخمدانهاي  كوليفول

  .هستندتكا هاي  ه و سلوليپا يغشا، اطراف آن يگرانولوزاهاي  سلول، شامل تخمك

  1يبدوهاي  كوليفول. 1-1-1
 يگرانولـوزا  يا كامـل سـلولها  ي ـ يه نسـب ي ـك لايك تخمك هستند كه توسط ي يداراها  كولين فوليا

 چند روز اول بعد از تولد صورت يدر جوندگان طها  كولين فوليل ايتشك. احاطه شده است يسنگفرش

 صورت ينيدر زمان جن يبدوهاي  كوليفولل يتشكها  ماتيو پر يوانات اهليكه در ح يرد در حاليگ مي

وز ي ـد سـپس وارد م ي ـآ مي بوجود ياووگون يتوزيمات مياز تقس ينيه در زمان جنيتخمك اول. رديگ مي

نـال  ين مرحله هسـته تخمـك ژرم  يدر ا. شوديمتوقف م يوزيم مين تقسيپلوتن اوليشده و در مرحله د

  .]1[شود مي دهيكول ناميوز

  2هياولهاي  كوليفول. 1-1-2
 را نشان ينينابيب يحالتها  كوليفول يگاه .شود مي مشخص يمكعب يگرانولوزاهاي  ه از سلوليك لايبا 

ه زونـا  ي ـل لايتشـك . ه احاطه شده انـد يپا يگرانولوزا توسط غشاهاي  سلولها  كولين فوليدر ا. دهند مي

هـا   كولين فوليا يگرانولوزاهاي  سلول. رديگ مي ه صورتيبه اول يبدوهاي  كوليل فوليتبد يدا طيپلوس

غالب باشند بـه نـوع    يمكعبهاي  كه سلول يدر صورت. شود مي دهيد يو سنگفرش يبه دو صورت مكعب
                                                      
1- Primordial follicles 
2- Primary follicles 
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تخمـدان مـوش بـر اساسـا     هـاي   كـول يفول بنـدي  طبقـه از مطالعـات   ياريدر بس ـ. رنديگ مي ه تعلقياول

  .]2[د دارديگرانولوزا تاكهاي  صورت گرفت كه بر تعداد سلول Pedersen&peters بندي طبقه

  1هيثانوهاي  كوليفول. 1-1-3
دهند و فاقد آنتروم باشـند بعنـوان   ه سلول گرانولوزا را نشان يك لايشتر از يكه ب يدر صورتها  كوليفول

 يداخل ـ يه تكايتخمدان لا يياستروماهاي  ن مرحله سلوليدر ا. شوند مي ه در نظر گرفتهيكول ثانويفول

  .است FSHن مرحله وابسته به يگرانولوزا در اهاي  ر سلوليتكث. آورند مي را بوجود

  2هيآنترال اولهاي  كوليفول. 1-1-4
هـاي   كـول يكه فول يدر حال. هستند يكوليع فوليه كوچك از تجمع مايا دو ناحيك ي يداراها  كولين فوليا

هـاي   از سـلول اي  حلقـه  يگـذار  تخمكش يپهاي  كوليفول. باشند مي ك حفره آنتروم بزرگي يآنترال دارا

رد ابتـدا تخمـك   ي ـگ مـي  دو مرحله صورت يه طياول تخمكاي  بلوغ هسته. اطراف تخمك دارند يكمولوس

ه ي ـتخمـك ثانو  ن مرحلـه ي ـشـود در ا  مـي  متوقف يوزيم دوم ميز را از سر گرفته و در متافاز تقسويه مياول

ن يرد دوم ـي ـكه در معرض اسپرم قرار گ يدر صورت يگذار تخمكه در زمان يتخمك ثانو. گردد مي ليتشك

و  ييپلاسـما  يغشـا  اي، همزمان بـا بلـوغ هسـته   . آورد مي وز را كامل كرده تخمك بالغ را بوجوديم ميتقس

تخمـك   يتوپلاسـم يبلـوغ س . دهند مي نشان يراتيين تغين جنيز جهت لقاح و تكويتو پلاسم تخمك نيس

  .]3[شود مي فيتوص يقشرهاي  بخصوص گرانولها  ع اندامكيت و نحوه توزياغلب بصورت قطب

  in-vitroط يدر شراها  كولين فوليتكو. 1-2
  .شده اند يمعرف يمختلف يكشت يها ستميبر اساس اهداف مختلف مطالعه س

 كشت تخمدان. 1-2-1

  .]4[به كار برده شد Martinovitchتوسط  1938ن بار در سال يكشت كامل تخمدان اول

                                                      
1- Secondary follicle 
2- Early antral follicle 
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 ا نـوزاد جونـدگان بـه كـار    ي ـن يبدست آمده از جن ـهاي  جهت تخمدان) كشت عضو(كشت تخمدان

ط كشت قرار يرا بطور كامل در محها  توان آن مي كوچك هستند كهاي  به اندازهها  تخمدان نيا. رود مي

 مربوط به آن مورد استفاده قـرار  يهورمون يازهايكول و نيل فوليتشك يمطالعه توال ين روش برايا. داد

را بـه   يبـدو هـاي   كـول ياست كـه ورود فول  ييكشت عضو مطالعه فاكتورها يگر كابردهاياز د. رديگ مي

  .]5[دهند مي منبع در حال رشد تحت اثر قرار

هـاي   كـول يل فوليند تشكيفرا. شود مي آغاز يبدوهاي  كوليل فوليبا تشك يتخمدانهاي  كولين فوليتكو

  .]6[شود مي ين بررسيله كشت تخمدان بدست آمده از جنيموثر بر آن بوسهاي  و فاكتور يبدو

Yu  روز كشـت 16ن هامستر را به مـدت  يبدست آمده از جنهاي  تخمدان1999و همكاران در سال 

  .]7[بود يكولين فوليه تكويع اولين در وقايمختلف انسولهاي  اثر دوز يابين مطالعه ارزيهدف از ا. دادند

ن مشكل قطعـات  يجهت رفع ا. شود مي كشت تخمدان با مشكل مواجه، بزرگترهاي  در مطالعه گونه

 ين روش بـرا ي ـا. شـود  مـي  در كشـت اسـتفاده   متر مكعب يليك مي از قشر تخمدان در ابعاد يكوچك

  .]8[شود مي مون و انسان به كار گرفتهيم، فعال شده در گاوهاي  كوليو رشد فولسازي  مطالعه فعال

كـول بصـورت   يشـده حفـظ سـاختمان فول    يجداسـاز هاي  كوليت كشت تخمدان نسبت به فوليمز

. زولـه متفـاوت اسـت   ياهـاي   كوليدر تخمدان كامل نسبت به فولها  كوليرفتار فول. دست نخورده است

ن ي ـبـا ا . اسـت  يابي ـمدان قابل ارزدر كشت تخها  نواع سلولو ا يكوليفولهاي  تيارتباطات متقابل جمع

هـاي   بـرش تخمـدان  . كنـد  مـي  قابل كشت را محدودهاي  اندازه تخمدانها  و گاز ييحال نفوذ مواد غذا

بـرش بافـت    ياگرچه ممكـن اسـت ط ـ   ن مشكل را برطرف سازديتواند ا مي بزرگتر به قطعات كوچكتر

  .]9[بزرگتر از دست بروندهاي  كوليا فوليدچار صدمه شود 

Eppig  نوزاد موش به صورت كشـت عضـو بـه    هاي  پس از كشت تخمدان1996و همكاران در سال

  .]10[و به مدت دو هفته كشت دادند يافته را جداسازيرشد هاي  كوليفول، مدت هشت روز

Jin  هـاي   ابتدا تخمدان. استفاده كردنداي  ستم كشت دو مرحلهيك سياز  2009و همكاران در سال

هـاي   ه از تخمـدان ي ـثانوهـاي   كوليك هفته به مدت چهار روز كشت داده شدند سپس فوليهاي  موش

  .]11[و كشت شدند يكشت شده جداساز
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  زولهياهاي  كوليكشت فول. 1-2-2
ت ي ـمز. شده انـد  يجداساز يكيا مكاني يميزوله است كه به روش آنزياهاي  كوليگر كشت فوليروش د

تـوان   مـي  ن روشي ـدر ا. بطـور جداگانـه اسـت   هـا   كوليفول يابيتخمدان ارزن روش نسبت به كشت يا

هـا   كـول يفول يجداسـاز  ين حال ممكن است ط ـيبا ا .كرد يابيدر هر مرحله را ارزها  كوليفول يازهاين

شـده   يو پره آنترال جداساز يبدوهاي  كوليكشت فول. ابديصدمه ها  كوليت فوليات و تماميت حيقابل

  .]12[د تخمك بالغ و تولد زنده منجر شده استيز بوده و به توليمت آيدر موش موفق

كنند كه  مي ن استفادهيپره آنترال حساس به گنادوتروپهاي  كولياز فول in-vitroشتر در كشت يامروزه ب

بعـلاوه حـداقل   . را نشـان دهنـد   يبهتر يكوليط كشت اضافه شوند رشد فوليبه در محها  نياگر گنادوتروپ

  .]14- 13[افتد مي اتفاق in-vivoپره آنترال در هاي  كوليگرانولوزا در فولهاي  و آپوپتوز سلول يآترز

  كولين فوليموثر در تكو يفاكتورها. 1-3
ن و وابسته بـه  يپاسخ دهنده به گنادوتروپ، نيتواند به سه مرحله مستقل از گنادوتروپ مي كولين فوليتكو

ك ي ـك يسـومات  يمشـتق از تخمـك و سـلولها    يموضـع  ياز فاكتورها يگروه. م شودين تقسيگنادوتروپ

ش رونـده بـه   يكند بطور پ ـ مي كول رشديهمچنان كه فول. دهند مي ليكول تشكيداخل فول ينيآبشار تكو

عمــل  يموضــع ين مرحلــه فاكتورهــايــدر ا. دهــد مــي يشــتريپاســخ ب يزيپــوفيههــاي  نيگنــادوتروپ

 ـ    يكه سرنوشت هـر فول  يكنند بطور مي ميرا تنظها  نيگنادوتروپ  ين فاكتورهـا يكـول بـه وجـود تعـادل ب

كننـد تـا    مـي  شروع بـه رشـد   يبدوهاي  كوليكه فولاي  از مرحله. وابسته استها  نيو گنادوتروپ يموضع

 يموضـع  يسط فاكتورهااست و توها  نيپره آنترال مستقل از گنادوتروپهاي  كوليرشد فول ييمرحله انتها

اسـت و بـدون   هـا   نيمرحله وابسته به گنادوتروپ، از مرحله آنترال كوچك تا آنترال بزرگ. شود مي كنترل

 ـ. سـت ير نيامكان پـذ  يزيپوفيههاي  نين از گنادوتروپيك غلظت معي كـول بـه   ين دو مرحلـه فول ي ـن ايب

ن بـه  يمرحله مستقل از گنادوتروپ. به آن ندارد يازين نيرشد و تكو يدهد اما برا مي پاسخها  نيگنادوتروپ

  .]15[شده است يكمتر بررس، دارد ز وجوديرهاي  كوليفول يكه در جداساز يل مشكلاتيدل

FSH بـدون وجـود    ييدارد و به تنهـا ها  كوليز فوليدر ر شد و تما ينقش اصلLH  توانـد رشـد    مـي


