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سپاس و قدرداني

...منت خداي را عزوجل كه طاعتش موجب قربت است و به شكر اندرش مزيد نعمت

كه رهنمودهاي ، استاد راهنماي دلسوز و مهربانم،سركار خانم دكتر موحدينبا سپاس و قدرداني از زحمات 

.گرانقدر ايشان همچون نوري فرا راه آموزندگي و زندگي من است

، استاد مشاور ارجمندم، كه كروجيبا تشكر و قدرداني از رهنمودها و همراهي ارزشمند جناب آقاي دكتر 

.علم و دانش همواره قابل ستايش استيسخاوت ايشان در اشاعه

الطريحي و سركار خانم دكتر صالح تقيو جناب آقاي دكتر رضازادهدكتر با سپاس از استادان گرامي جناب آقاي

.هايمان استكه نور معرفت و دانش اين بزرگواران گرمابخش دلنيا 

اوغلي و اعظم صميمي و جناب مينا شربتها، سركار خانمهاي عزيزمافتخار همراهي و همدلي با همكلاسي

.ها را آرزومندمنهم و براي اين عزيزان بهترينرا ارج ميپناهي آقايان سيد عبدوالوهاب تقوي و فرهاد

قدرداني و تشكر از زحمات كارشناسان و اعضاي محترم گروه، جناب آقاي شهرام پوربيرانوند و سركار خانم 

.سعيده ابراهيمي و جناب آقاي محمدلو، كه همكاري ايشان قرين با دوستي و صفا بود

.نمودعزيزم كه ياري ايشان، به ثمر رسيدن اين مجموعه را برايم سهلهمسر با سپاس و تشكر از 

.جاري استو مهرباني آنها همواره بر يادمكه همدليعزيزميخانوادهبا سپاس و قدرداني فراوان از همراهي
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:خلاصه

هاي ي سلولرههرچند اسپرماتوژنزيس براي باروري امري ضروري است، اطلاعات موجود دربا:مقدمه و هدف

آورند و در ها ازطريق خودتكثيري و تمايز اسپرماتوزوا را به وجود مياين سلول. بنيادي اسپرماتوگوني اندك است

ساز در ارتباط نزديك با هاي منيهاي سرتولي در لولهسلول. كنندزايي را فراهم ميطول زندگي فرد اسپرم

هدف از انجام اين مطالعه، . آورندزايي به وجود مياي اسپرمهاي ژرم هستند و يك محيط مطلوب را برسلول

هاي بنيادي اسپرماتوگوني در طول دو زايي سلولو سرتولي بر كلونيSTOي كنندههاي تغذيهبررسي اثر لايه

. هفته كشت است

غ با استفاده از دو ي موش بالهاي بنيادي اسپرماتوگوني از بيضههاي سرتولي و سلولابتدا سلول:هامواد و روش

هاي اسپرماتوگوني توسط ي سرتولي توسط ويمنتين و سلولهاماهيت سلول. ي هضم آنزيمي جدا شدندمرحله

هاي هاي بنيادي اسپرماتوگوني روي لايهسلول. تاييد شدC-kitو Oct-4 ،CDH1 ،PLZFگرهاي نشان

ها توسط ميكروسكوپ تعداد و قطر كلوني. به مدت دوهفته كشت داده شدندSTOي سرتولي و كنندهتغذيه

توسط α6 integrinو  β1 integrinهايهمچنين بيان ژن. گيري شدمعكوس در طول دو هفته كشت اندازه

تحليل آماري با استفاده از .ارزيابي شدReal Time PCRتوسط  Oct-4و ژن Real Time PCRو RT-PCRهايتكنيك

و آزمون تعقيبي توكيزوجيtآزمون تعقيبي ،طرفهتحليل واريانس يك، ي تكراريهاتحليل واريانس با اندازه

.انجام شد

و كنترل،  در STOكشتي باسرتولي، همكشتي با سلول هاي همنتايج نشان داد كه در هر يك از گروه:هايافته

، اما تعداد و )>05/0p(وجود داشت داري زماني اختلاف معنييها، بين چهار نقطههاي تعداد و قطر كلونيمتغير

). >05/0p(سلول سرتولي نسبت به دو گروه ديگر افزايش بيشتري داشت كشتي باها در گروه همقطر كلوني

داري وجود داشت هاي مورد بررسي، بين سه گروه اختلاف معنيهمچنين نتايج نشان داد كه  در هر يك از روز

)05/0p< (ا  در گروه سرتولي نسبت به دو گروه ديگر بيشتر بود هو تعداد و قطر كلوني)05/0p< .( نتايج

 α6در هر سه گروه بيان شد ولي ژن β1 integrinنشان داد كه بعد از دو هفته كشت، ژن RT-PCRدست آمده به

integrinهمچنين بر اساس نتايج . بيان نشدReal Time PCRنيز سه ژن ذكر شده بيان شدند ،.

كشتي با اين هاي بنيادي اسپرماتوگوني در همهاي سرتولي بر سلولاي كه سلولتوجه به اثر بهينهبا :بحث

هاي سرتولي كنند، كه اين موضوع توسط ساير مطالعات نيز تاييد شده است، استفاده از سلولها فراهم ميسلول

.شودهاي بنيادي اسپرماتوگوني پيشنهاد ميزايي سلولبراي كلوني

STOسرتولي، كشتي، سلولزايي، همهاي بنيادي اسپرماتوگوني بالغ، كلونيسلول:هاواژهكليد
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بيضه هاي سلولفراساختاركلياتي در مورد عملكرد و ) 1-1

هاي جنسي هاي سرتولي و سلولسلول. و مناطق بينابيني تشكيل شده استسازهاي منيبيضه از لولهبافت 

هاي جنسي سلول. اندهاي ليديگ در مناطق بينابيني قرار گرفتهاند، در حالي كه سلولها واقع شدهدرون لوله

ها و هاي ثانويه، اسپرماتيدهاي اوليه، اسپرماتوسيتهاي اسپرماتوگونيا، اسپرماتوسيتانواع سلولشامل 

اي را تشكيل اي، مكانيسم كنترل داخل بيضههاي بينابيني و لولهتعامل نزديك بين قسمت.اسپرماتوزوآ هستند

. ]1[آوردال ميدنباي مطلوب را بهدهد كه اعمال بيضهمي

اي هستند كه روي غشاي هاي استوانهآنها سلول. اندهاي سمي نفروزي قرار گرفتههاي سرتولي داخل لولهسلول

هاي جنسي ها در فواصل بين سلوللاين سلو.يابندهاي سمي نفروزي گسترش ميپايه تكيه داده و تا لومن لوله

اين . به  همين دليل حدود نامشخص دارند. كنندرا احاطه مي) نياديهاي بجز سلولبه(اند و آنها واقع شده

. ]2[هاي بدن هستند ترين سلولترين و از نظر عملكردي، از پيچيدهها يكي از فعالسلول

-كه از يك طرف سد خونيدهندسرتولي مجاور اتصالات محكمي را تشكيل ميهاي غشاي پلاسمايي سلول

. كنداي  و مجاور لومني تقسيم ميرمينال را به دو بخش قاعدهند و از طرفي اپيتليوم ژدهاي را تشكيل ميبيضه

است و در ثانويه وهاي اوليهاي با غشاي پايه مجاور است و شامل اسپرماتوگونيا و اسپرماتوسيتبخش قاعده
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ي، اسپرماتيدها و هاتر است، و شامل اسپرماتوسيتاي نزديككه بخش مجاور لومني به لومن لولهصورتي

.باشداسپرماتوزوا مي

هاي جنسي مواد موجود در خون و بافت بينابيني بايد از طريق سيتوپلاسم سلول سرتولي انتقال يابند تا به سلول

هاي جنسي با مواد مضر موجود در جريان عمومي اين حالت تماس سلول. برسند1ي ادلومينالواقع در ناحيه

.كندهاي جنسي در حال تقسيم را تضمين مياند و پشتيباني و بلوغ مطلوب سلولرسخون را به حداقل مي

ي هسته. ميكرومتر است12-9طور متوسط بين ي هسته بهاندازه. ي سلول سرتولي بيضوي استهسته

ي منفرد سه قسمتي ، يك نوكلئوپلاسم نسبتاً همگن و يك هستهخوردهيك غشاء چينهاي بالغ داراي سلول

اي جانبي خود هاي راسي و قاعدههاي سرتولي داراي زوائد سيتوپلاسمي زياد در بخشسلول. ]3[اشد بمي

در جايي كه .گيردهاي بالغ را در بر ميگيري كرده، اسپرماتيدلومن جهتزوائد راسي سلول به سمت. هستند

ي اندوپلاسمي صاف از شبكهكند، تجمعات وسيعيطه ميا، سرهاي اسپرماتيد را احسيتوپلاسم سلول سرتولي

كه .هاي جنسي محسوب گرددتواند به عنوان يك حمايت اختصاصي از سلولاين موضوع مي. شودمشاهده مي

سيستم ليزوزمي در . ]2و 1[كند اي سرتولي را فراهم ميهامكان بقاي اتصال بين اسپرماتيدها و سلول

هاي جنسي در حال دژنره شدن و اجسام ها در تخريب سلولوزمليز. شوندصورت پراكنده ديده ميسيتوپلاسم به

.مانده آزاد شده از اسپرماتيدها، در حين رهاسازي اسپرم دخالت دارندباقي

ها بين اين سلول. دهندداران تشكيل مينفروزي را در مهرهتليوم سميهاي سرتولي يك جزء مهم از اپيسلول

اين يك محيط مناسب را براي . نفروزي برسندي سميا به لومن لولهتاندهاي جنسي گسترش يافتهسلول

.]3[كندهاي جنسي فراهم ميهاي سرتولي و سلولاسپرماتوژنزيس يا واكنش سلول

اي را بيضه-كنند، جزء ساختماني سد خونيهاي سرتولي مجاور را به هم متصل مياتصالات محكمي كه سلول

هاي جنسي كه به سلولاي يا تنظيمي براي ايناي با ماهيت تغذيههر ماده.دنهددر پستانداران تشكيل مي

.]4[تليوم دسترسي يابد، بايد از ميان سيتوپلاسم سلول سرتولي بگذرد موجود در بخش مجاور لومن اپي

:صورت زير بيان نمودتوان بههاي سرتولي را مينقش سلول

1 Adlominal
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ي در حال رشدهاي جنسي مردانهي سلولفراهم كردن حمايت مكانيكي و تغذيه برا)1

سازتليوم ژرمينال يا مجاري منيهاي جنسي در حال توسعه در بين اپيانتقال سلول)2

هاي ها و پروتئيني ترشح مولكولوسيلههاي جنسي مذكر بهتنظيم و هماهنگي پاراكريني و تمايز سلول)3

پپتيديپلي

هاي جنسي هاي جدا شده در خلال اسپرماتوژنزيس سلولارگانليماندهفاگوسيتوز سيتوپلاسم باقي)4

تخريب شده و حتي اسپرماتوزواي جدا شده

هاي استروئيديسنتز و متابوليسم هورمون)5

رهاسازي اسپرم)6

زايي و تمايز اسپرماتوگونيا به موفقيت فرايند اسپرمبراي كنند كهترشح ميهاي سرتولي فاكتورهاي حياتيسلول

هايي كه توسط سلول سرتولي گليكوپروتئين،)1998(ي گريسولد بر اساس مطالعه. ري استاسپرماتوزوا ضرو

:]5[شوندبه سه گروه تقسيم ميهستند،زايي حائز اهميت شود و براي اسپرمترشح مي

كنند و يا شرايطي براي حمايت زيستي فراهم ها را تسهيل ميها و هورمونآنهايي كه عبور و مرور يون�

را 3پلاسمينلوو سرو2، ترانسفرينABP(1(شونده به آندروژن به عنوان مثال پروتئين متصل. دكننمي

و مسئول حفظ مقادير بالاي داردتستوسترونميل تركيبي زيادي به ABP.توان نام بردمي

اهميت ترشح ترانسفرين و سرولوپلاسمين در انتقال آهن و مس به .اي استداخل لولهتستوسترون

.اي استهاي لولهسلول

براي مثال اسپرميشن و يا حركت (پروتوازها و پروتوازها بازدارنده كه در فرايندهاي بازسازي بافت�

. نقش دارند)سازهاي منيلوله5ايبه قسمت نزديك لوله4نتهاي پرلپتواسپرماتوسيت

توبولارهاي پريهاي سرتولي و سلولاجزاي ساختاري غشاي پايه بين سلول�

1 Androgen-binding Protein
2 Transferrin
3 Ceruloplasmin
4 Proleptotene
5 Adluminal
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صورت فاكتورهاي رشد يا هايي بهكنند كه عملكردهاي ديگري نيز ترشح ميهاي سرتولي، گليكوپروتئينلولس

.بردتوان نامو اينهيبين را ميSCF( ،GDNF(به عنوان مثال فاكتور سلول بنيادي . فاكتورهاي پاراكرين دارند

SCFي ليگاند گيرندهC-kit است و عملكردSCF-C-kitي هاي اوليهها و شروع موجيز اسپرماتوگونيبراي تما

.زايي ضروري استاسپرم

صورت منفرد هاي ليديگ بهسلول. باشدهاي ليديگ ميهايي تحت عنوان سلولبافت بينابيني بيضه، حاوي سلول

ندروژن هاي ليديگ، مسئول توليد آسلول. اندخوني احاطه شدههايگشوند كه توسط مويرمياي ديدهيا خوشه

.هستندتستوستروناي يا به عبارت ديگر بيضه

هاي ثانويه، هاي اوليه، اسپرماتوسيتهاي اسپرماتوگونيا، اسپرماتوسيتهاي جنسي بيضه شامل سلولسلول

هاي بنيادي هستند و در اثر تكثير  و تمايز ، سلولهاي اسپرماتوگونيسلول.اسپرماتوزوا هستندها و اسپرماتيد

.آورندها را به وجود ميولساير سل

كنند؛ در جوندگان مثل رت و بندي مياساس وضعيت تمايز آنها به چند گروه تقسيمها را براسپرماتوگوني

:گيرندگروه قرار مي3ها در موش، اسپرماتوگوني

Aاسپرماتوگوني نوع )1

اسپرماتوگوني حد واسط)2

Bاسپرماتوگوني نوع )3

هاي متفاوتي دارند و اين اختلاف اندازه ي گردي هستند كه اندازههستهاكروي بهاي سلولAاسپرماتوگوني نوع 

ها يك تا سه ي اين سلولدر مركز هسته.سلولي و يا روند تمايز سلول باشديممكن است مربوط به فاز چرخه

شان به دو ازهها را بر اساس انداين سلول. ميكرومتر دارند3تا 1هستك متراكم وجود دارد كه قطري حدود 

هاي كوچك و سلولهاي بزرگ يك هستك مركزي بزرگ دارندسلول. كنندي كوچك و بزرگ تقسيم ميدسته

هاي از نظر تمايز، سلول. هاي كوچك استبرابر سلول10هاي بزرگ تعداد سلول.هستك دارند3تا 1

خود شامل Aنوع هايتوگونياسپرما. هاي كوچك هستندتر از سلولاسپرماتوگوني بزرگ تمايز يافته

در اثر A0سپرماتوگوني ا.هستند) تمايز يافته(A4تا A1هايو اسپرماتوگوني)تمايز نيافته(A0اسپرماتوگوني 
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به شكل Aprكه در حالي. به شكل منفرد هستندAsهاياسپرماتوگوني.شوندتبديل ميAalو As ،Aprتمايز به 

سلول Asاسپرماتوگوني.هاي سيتوپلاسمي به هم اتصال دارندو توسط پلبه شكل خطي هستندAalجفت و 

را Aنوع هايكل اسپرماتوگوني% 3/1بنيادي هايي موش سلولدر بيضه. زايي استبنيادي فرآيند اسپرم

هاي دختر حاصله يا ازهم جدا شده و دو سلولهاي بنيادي، سلولدر اثر تقسيم اين سلول.دهندتشكيل مي

كه به كمك پل بين سلولي در كنار هم باقي مانده كه به آن اسپرماتوگوني شود و يا اينبنيادي جديد ايجاد مي

Aprاسپرماتوگوني . گويندميAprكند كه به آن اسپرماتوگوني سلول را ايجاد مي16و 6، 4اي از زنجيره

Aalسپس اسپرماتوگوني .گويندميAal به اسپرماتوگونيA1تقسيم ميتوزي، 6يابد و پس از ايز ميتمA2 ،A3 ،

A4 و سرانجام اسپرماتوگوني نوعBاسپرماتوگوني نوع .كندرا ايجاد ميB در آخرين تقسيم ميتوزي به

.]8و6،7[شوداسپرماتوسيت تبديل مي

1زايياسپرم) 1-2

از انجام تقسيمات ميتوزي و ميوزي پس 2هاي بنيادياسپرماتوگونيزايي فرايندي است كه طي آن سلولاسپرم

ها اسپرماتوزا از در پستانداران، روزانه ميليون. ]9[شوند پي و منظم به اسپرماتوزاي بالغ تبديل ميدرپي

سلول وجود دارد كه از 108،انساندر هر بيضه.]10[شود هاي بنيادي اسپرماتوگوني در بيضه توليد ميسلول

مدت زماني كه لازم است تا يك سلول بنيادي . ]11[هاي بنيادي هستند نوع سلولسلول از2×104اين تعداد، 

روز و در رت 35روز، در موش 64طوري كه در انسان هاي مختلف متفاوت است، بهبه اسپرم تمايز يابد در گونه

2يم ميتوزي و تقس10طي اين فرايند، اسپرماتوگونياي ديپلوئيد با انجام . ]12[كشد روز طول مي53حدود 

شود زايي از يك يا چند مركز كوچك شروع مياسپرم. ]11[يابد تقسيم ميوزي به اسپرماتوزاي هاپلوئيد تمايز مي

. ]12[گردد و هر مركز در اثر تكثير يك سلول بنيادي اسپرماتوگوني ايجاد مي

1 Spermatogenesis
2 Spermatogonial Stem Cells
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.]13[يابندهاي ديگر تمايز ميولدارند و هم به سل1خودنوزاييهاي بنيادي اسپرماتوگوني هم توانايي سلول

كنند ي بدن هستند كه اطلاعات ژنتيكي را به نسل بعد منتقل ميهاسلولي بنيادي اسپرماتوگوني تنها هاسلول

زايي اگرچه اسپرم.]14[باشنددر نتيجه منبع ارزشمند براي آزمايشات بيولوژيكي و تحقيقات پزشكي مي،]13[

ي بنيادي اسپرماتوگوني است، ولي آگاهي دقيق هاسلولو تمايز خودنوزاييسيمات طبيعي تحت كنترل دقيق تق

به ازاي هر كهي بنيادي اسپرماتوگوني در بيضه است هاسلولو دليل آن تعداد كم ميسر نبودهاز اين مكانيسم 

گر هيچ نشاناكنونتهمچنين. بالغ وجود داردبنيادي اسپرماتوگوني در بيضهسه يا چهار هزار سلول يك سلول

ي بنيادي اسپرماتوگوني توصيف نشده استهاسلولبراي تشخيص و جداسازي ياختصاصي و منحصر به فرد

]15[.

دهند كه اين ممكن است به هاي مختلف بدن رفتارهاي بيولوژيكي مشابهي نشان ميهاي بنيادي در بافتسلول

ها و گرهاي بنيادي اسپرماتوگوني هم نشانسلولرود ظار ميبنابراين انت. هاي اختصاصي مشابه باشدعلت مولكول

اگرچه اطلاعات موجود . كنداي داشته باشند كه شناسايي آنها را امكان پذير ميهاي اختصاصي ويژهمولكول

ساز و مورفولوژي هاي منيي لولههاي بنيادي در غشاي پايهي تمايز قابل ملاحظه است و موقعيت سلولدرباره

.ها شناخته شده نيستهاي اختصاصي اين سلولگري آنها شناخته شده است، ولي نشانكل

ها مثل اپيدرم، اپيتليال روده و هماتوپويتيك است كه هاي بنيادي در ساير بافتهاي سلولبدن داراي سيستم

هاي تمايز نسبت به سلولهاي بنيادي در هر بافتي، تعداد سلول. دهندفرآيند تكثير و تمايز سلولي را انجام مي

بسيار كمترهاي بيضهكل سلولنسبت بهبيضه اسپرماتوگوني بنياديهايسلولاين نسبت در. يافته كمتر است

هايي در اين موضوع، منجر به پژوهش. كندها را مشكل ميي اين سلولجداسازي و مطالعهموضوعاست كه اين

در .  هاي عملكردي آنها شده استي بنيادي اسپرماتوگوني  و ويژگيهاسلولي هاي ويژهگرجهت شناسايي نشان

. ساختغنيInvivoو invitroهاي بنيادي اسپرماتوگوني را در محيط توان سلولنتيجه، با اين روش مي

1 Selfrenew
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و كلياتمسئلهبيان ) 1-3

زايي است و كلونيمهم امريهاي بنيادي اسپرماتوگوني در محيط كشتسازي، تكثير و تمايز سلولغني

آورد كه براي مطالعات بعدي مثل انجماد، هاي ژرم را فراهم ميهاي اسپرماتوگوني، منبع با ارزشي از سلولسلول

ها و تمايز هاي ژرم، ترانسفكت ژني سلولهاي ژرم براي درمان ناباروري، دستكاري ژنتيكي سلولپيوند سلول

بنابراين سيستم كشت بايد حمايت . زمايشگاه، بسيار با اهميت استهاي بنيادي اسپرماتوگوني در محيط آسلول

گرچه در اين زمينه .هاي كشت مختلفي ارائه شده استكنون سيستمتا. ها فراهم نمايدلازم را از اين سلول

هاي كنش و واكنش سلولي هنوز جاي هايي حاصل شده است ولي به دليل موانع مختلف و پيچيدگيموفقيت

مردانه به دلايل بنيادي اسپرماتوگونيهاي ژرمسلولكشتدر حالت كلي، .زيادي باقي مانده استهاي بحث

هاي كشت داده در بقاي سلولنيز كاهش قابل توجهي همچنين، .باشد، مشكل مياز جمله تعداد كم آنهامختلف

و يا اصلاً است كشت، كمسرعت تكثير سلولي تحت شرايطعلاوهبه، ]16[شود ايجاد مياولشده طي هفته

.وجود ندارد

هاي اسپرماتوگوني را حمايت كند كشتي كه بتواند به شكل درازمدت تمايز و تكثير سلولدر گذشته سيستم هم

را در محيط هاي اسپرماتوگونيسلولطي چند سال اخير مطالعاتي كه نگهداري و تكثير .]17[وجود نداشت 

با هاي بنيادي اسپرماتوگونيسلولكشتي استراتژي مشترك بودند و آن هماند همه در يك كشت گزارش كرده

.]19و18[كننده بود ي تغذيهيك لايه

ي گران در كنار لايهكشتي ارائه شده است؛ برخي از پژوهشهاي مختلفي براي همتا به حال سيستم

.]7[اند اده نمودههاي مورد كشت استفكننده، از فاكتورهاي رشد براي حمايت سلولتغذيه

ضروري هاي اسپرماتوگونيكنند كه براي نگهداري و تكثير سلولموادي ترشح ميكنندهلايه تغذيههايسلول

هاي هاي بنيادي مثل هماتوپويتيك، سلول، براي كشت ساير سلولهاسلولزمانكارگيري كشت همبه.است

. شدبامفيد مي]20[و كشت جنينهابدوي، كشت فوليكول

توانند بيش نميهاي اسپرماتوگونيسلولكننده باشد، ي تغذيهطور كلي در محيط كشتي كه فاقد سرم و لايهبه

.]21[از يك هفته زنده بمانند
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ي هاسلولو 1ي سرتوليهاسلولها و كنش و واكنش بين به هرحال، عوامل زيادي مثل فاكتورهاي رشد، هورمون

تواند منجر به ناباروري شود دهد و نقص هر يك از اين عوامل ميرا تحت تاثير قرار ميزايي فرآيند اسپرم،2ژرم

ژرمي هاسلولساز هستند كه هاي منيي سوماتيك لولههاسلول، 3ي مايوئيدهاسلولي سرتولي و هاسلول.]22[

دهند ساز را تشكيل مييهاي مني لولههاسلولدرصد از 3حدود ي سرتوليهاسلول. كنندرا حمايت و تغذيه مي

اين ارتباط تنگاتنگ . دارندژرمي هاسلولي سوماتيك هستند كه ارتباط تنگاتنگ و مستقيم با هاسلولو تنها 

يك نقش كليدي در نگهداري ي سرتوليهاسلولكه دهدنشان ميژرمي هاسلولي سرتولي با هاسلول

زايي را حمايت ميدارند در حالي كه فرآيند تمايز و اسپرم4يتوانچندي تمايز نيافته و در مرحلهژرمي هاسلول

ضروري ژرمي هاسلولماندن و تكثير كنند كه براي زندهفاكتورهايي را ترشح ميي سرتوليهاسلول.]23[كنند 

تنظيم اين فرآيند ضروري شوند و براي ترشح ميي سرتوليهاسلولبه هرحال فاكتورهايي كه توسط . است

SCF5شود؛ براي مثالترشح ميي سرتوليهاسلولفاكتورهاي مختلفي توسط  . ، شناخته نشده استهستند

ي كنندهفاكتور رشد تبديل، 8Betaيكنندهفاكتور رشد تبديل، 17-فاكتور رشد شبه انسولين ،6اكتيوين. ]21[

Alpha]22[ وLIF9 . ط كشت به صورت دراز مدتدر محيژرمي هاسلولبنابراين براي نگهداري و كشت،

با توجه به مطالعات گذشته مبني بر سودمند بودن .]24[رسد ضروري به نظر ميي سرتوليهاسلولوجود 

و STOهاي كشتي سلولهاي ژرم، اين مطالعه بر آن است تا اثرات همكننده در كشت سلولي تغذيهلايه

.زايي آنها بررسي نمايدميزان كلونيهاي بنيادي اسپرماتوگوني وسلولسرتولي را بر روي 

1 Sertoli Cells
2 Germ Cells
3 Myoid
4 Pluripotent
5 Stem Cell Factor
6 Activin
7 Insulin like growth Factor-1 
8 Transforming Growth Factor 
9 Lukemia Inhibitory Factor
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اهداف) 1-4

:هدف اصلي

STOهاي سرتولي و كشتي با سلولپس از همهاي بنيادي اسپرماتوگونيسلولزايي بررسي ميزان كلوني�

:جزئياهداف 

هاي سرتولي و كشتي با سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني پس از همسلولزايي ميزان كلونيي مقايسه�

STOبا يكديگر و با گروه كنترل

هاي كشتي با سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني پس از همسلولزايي روند زماني تغييرات كلونييمقايسه�

طي زمان كشتSTOسرتولي و 

RT-PCRبا روش  Oct-4و Beta1 integrin ،Alpha6 integrinهاي بيان ژني ژنبررسي �

Real Time -PCRبا روش  Oct-4و Beta1 integrin ،Alpha6 integrinهاي بيان ژني ژنبررسي �

هافرضيه) 1-5

هاي سرتولي بيش از هم هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش بالغ با سلولسلولزايي سيستم هم كشتي توان كلوني

. استSTOهاي كشتي با سلول

هاي بنيادي اسپرماتوگوني سلولهاي حاصل ازدر كلوني Oct-4و Beta1 integrin ،Alpha6 integrinهاي ژن

. شوندبيان ميبيشترهاي سرتولي موش بالغ پس از هم كشتي با سلول
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مروري بر مطالعات انجام شده) 1-6

هاي سرتولي و بدون سرم و مواد افزودني را با سلولرت اسپرماتوگوني هاي ، سلول)1983(و همكاران 1لورا

هاي سرتولي سلولكشتي هاي اسپرماتوگوني با همو حفظ سلولده ماندنزننشان دادند كه آنها . كشت دادند

. ]25[يابدافزايش مي

هاي آنها سلول. را بررسي نمودندبالغ و نابالغهاي اسپرماتوگوني موش، كشت سلول)1998(ناگانو و همكاران

در گروه . آن كشت دادندو بدونSTOي ي كنندهي تغذيهجداسازي شده از بيضه را در دو گروه مختلف با لايه

هاي در حضور سلول. ي سلولي كشت داده شده نازك و مناطقي از پليت بدون سلول بودند، لايهSTOبدون 

هاي بيضه كننده چسبيده بودند و تعداد سلولي تغذيههاي گرد به لايه، تعداد زيادي از سلول2كنندهي تغذيهلايه

همچنين . كننده بودي تغذيههاي بدون لايه، بيشتر از پليتSTOي كنندههي تغذيهاي حاوي لايهبيضه در پليت

توانند مدت زيادي زنده مي،كنندهاين لايه تغذيهبنيادي اسپرماتوگوني به كمكهايسلولنشان دادند كه آنها

. ]18[بمانند

هاي را با لايهنابالغشهاي اسپرماتوگوني موسلولاي،در قالب مطالعه،)2000(و همكاران 3هاستورپ

ي آنها نشان داد نتايج مطالعه. كشت دادندسرم % 10حاوي DMEMدر محيط و سرتولي STOي كنندهتغذيه

نسبت به گروه كنترل كاهش پيدا كرد كه كشتيهاي همدر گروههاي اسپرماتوگونيزايي سلولكه درصد كلوني

.]26[بيشتر بودSTOكشتي وه همگركشتي سرتولي نسبت بهاين كاهش در گروه هم

در محيط روز 7طي موش بالغ و نابالغ رابنيادي اسپرماتوگونيهايسلول،و همكاران4ناگانو،2003در سال 

اين . استفاده كردندكنندهتغذيهكشت دادند و از آنها به عنوان لايه هاسلولروي سه گروه مختلف از بر كشت 

آنها علاوه بر .فيبروبلاست و استروماي مغز استخوان بود،ي سرتوليهاسلولف هاي مختلسه گروه شامل رده

هاي مختلف رشد را بر روي كننده، تاثير فاكتوري تغذيههاي لايههاي اسپرماتوگوني با سلولكشتي سلولهم

فيبروبلاست يهاسلوليك رده از از كه آنها نشان داد وقتي يمطالعه.هاي اسپرماتوگوني بررسي نمودندسلول

1 Lura
2 Feeder Layer
3 Hasthorpe
4 Nagano
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)L(نسبت به گروه كنترلهاي اسپرماتوگوني پس از پيوندزايي سلولاستفاده كردند، ميزان كلوني)كشتي با هم

STO(زاييكار بردند، ميزان كلونيمغز استخوان را بهيي تغذيه كنندههمچنين وقتي كه از لايه. افزايش يافت

به هاي سرتوليهاي مختلف سلولكه از ردهاما زماني. زايش يافتافOp9ي اسپرماتوگوني در ردههايسلول

بنيادي هايسلولكمتري از هايكلوني،هادر مقايسه با ساير گروهكردند،استفاده كنندهتغذيهعنوان لايه 

ها علاوه آن. را به عنوان گروه برتر پيشنهاد نمودندفيبروبلاست آنها گروه. شدتشكيل پس از پيونداسپرماتوگوني

هاي مختلف رشد را بر روي كننده، تاثير فاكتوري تغذيههاي لايههاي اسپرماتوگوني با سلولكشتي سلولبر هم

، GDNF1 ،Activin Aآنها فاكتورهاي مختلفي نظير . بررسي نمودنددر محيط كشتهاي اسپرماتوگونيسلول

LIF ،BMP4 وbFGFليتر نانوگرم بر ميلي100افزودن . را به محيط كشت اضافه كردندGDNF، بيشترين

هاي اسپرماتوگوني و از تمايز سلولهاي اسپرماتوگوني در محيط كشت داشتو حفظ سلولدر افزايشتاثير را 

افزودن . آوردهاي تمايز نيافته در محيط كشت به وجود ميكند، بنابراين تجمعي از اسپرماتوگونيجلوگيري مي

Activin Aهاي اسپرماتوگوني را در محيط كشت نسبت به گروه كنترل كاهش اي سلولابل ملاحظهطور ق، به

. ]19[داد

صورت طولاني را بهبالغگاوAهاي بنيادي اسپرماتوگوني نوع ، تكثير و تمايز سلول)2003(ايزديار و همكاران 

و محيط غني از پتاسيم MEMر هاي بنيادي اسپرماتوگوني را دآنها سلول. مدت در محيط كشت بررسي نمودند

)KSOM (در محيط كشت ايجاد شد كه براي ماتيك وهاي سسلولاي از تك لايهپس از چند روز، . كشت دادند

نسبت به MEMدر محيط بيشتري هاي سلولتعداد .واكنش مثبت دادندسرتوليهاي ويمنتين سلولگرنشان

ها سلول% 80سرم، % 5/2بعد از يك هفته كشت، در حضور.زنده ماندند و شروع به رشد كردندKSOMمحيط 

در .ها در عدم حضور سرم زنده ماندندسلول% 20نتايج نشان داد كه تنها . اندزنده ماندند و شروع به تكثير كرده

هاي اسپرماتوگوني سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني شروع به تكثير كرده و سرانجامكشت طولاني مدت، سلول

Aهايي با ظاهر گرد و ي آنها، دو نوع كلوني در محيط كشت ديده شد؛ كلونيدر مطالعه.وني تشكيل دادند، كل

بنابراين . هاي شعاعي بيان شد، بيان نشد ولي در كلونيC-kitي هاي گرد، گيرندهدر كلوني. هاي شعاعيكلوني

1 Glial-Derived Neurotrophic Factor
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ايي با ظاهر اسپرماتوسيت و اسپرماتيد در هروز كشت سلول100بعد از .هاي شعاعي در حال تمايز هستندكلوني

.]17[محيط ديده شد

در محيط هاي بنيادي اسپرماتوگوني گاو منجمد شده را ، فعاليت بيولوژيكي سلول)2004(و همكاران 1اوتلي

به مدت يك هفته ،ي فيبروبلاست جنيني گاوكنندهي تغذيهها را با لايهآنها اين سلول. كشت بررسي كردند

هاي بنيادي اسپرماتوگوني را نيز بدون زمان سلولآنها هم. دادند و سپس به موش گيرنده پيوند زدندكشت 

ي هايي كه با لايهنتايج اين مطالعه نشان داد سلول. كشت و بلافاصله پس از ذوب به موش گيرنده پيوند زدند

هايي بلافاصله بعد از ذوب به موش لولكشت داده شده بودند، نسبت به سي فيبروبلاست جنيني گاو كنندهتغذيه

.]27[هاي بيشتري داشتندگيرنده پيوند شدند، كلوني

. در محيط كشت بررسي كردندهاي اسپرماتوگوني را كشت طولاني مدت سلول،)2005(شينوهارا و همكاران 

:هاي اسپرماتوگوني را در دو محيط به صورت زير كشت نمودندي خود سلولمطالعهآنها در 

هاي فيبروبلاست جنيني موشي سلولكنندهي تغذيهمحيط بدون حضور سرم و با لايه)1

كنندهي تغذيهمحيط حاوي سرم و بدون لايه)2

كننده باشد، رشد ي تغذيهسرم يا لايههاي اسپرماتوگوني در محيطي كه فاقدي آنها نشان داد كه سلولمطالعه

اي است كه روي سرم حاوي مواد ناشناخته.ي مزبور ضروري استكند و وجود حداقل يكي از فاكتورهانمي

هاي اسپرماتوگوني ي فاكتورهايي كه تكثير و تمايز سلولگذارد و آگاهي دربارههاي اسپرماتوگوني تاثير ميسلول

ته كنند كه ناشناخكننده نيز، فاكتورهايي را ترشح ميهاي تغذيهسلول. نمايدكنند، محدود ميرا تنظيم مي

.]28[هستند

هاي سطحي، محيط هاي سرتولي از طريق حمايت فيزيكي، ترشح فاكتورهاي محلول و بيان پروتئينسلول

Etsهاي مرتبط با مولكول. كنندهاي بنيادي اسپرماتوگوني فراهم ميمناسبي را براي تكثير و تمايز سلول

)ERM(2هاي بنيادي سلولخودنوزاييشوند، براي بيان ميهاي سرتولي و در بيضه طور گسترده در سلولكه به

داشتند، باعث كاهش در ERMشده در بيان يك توقف طراحيهايي كهموش. ضروري هستنداسپرماتوگوني

1 Oatly
2 Ets Related Molecules


