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چکیده

هاي اسپرماتوگونی نیازمند بسـتر مناسـب بـراي رشـد و تکثیـر      ایجاد اسپرماتوژنز آزمایشگاهی با استفاده از سلولزمینه و هدف: 
تواند براي چسـبندگی، تکثیـر، مهـاجرت و    اي به عنوان یک داربست بیولوژیکی میباشد. ماتریکس خارج سلولی بیضهها میسلول

تمایز سلولی عمل کند. هدف مطالعه ما سلول زدایی بافـت بیضـه بـه صـورت کامـل بـراي تهیـه داربسـت و بررسـی چسـبندگی           
باشد.داربست میهاي اسپرماتوگونی پس از تزریق به درون سلول

زدایـی  ها استفاده گردید. کارایی فرآیند سلولهاي مختلف دترجنتهاي موش و غلظتبه منظور تهیه داربست، از بیضه: رکاروش
بررسی گردید. براي ارزیابی حفظ اجـزاء مـاتریکس   DNAگیري محتویات ائوزین و اندازه-آمیزي هماتوکسیلینبا استفاده از رنگ

هاي اسـپرماتوگونی  بلو و ایمونوهیستوشیمی و کیت استفاده گردید. سپس سلولماسون، آلشینکرومآمیزي ترياز رنگسلولی خارج
ها تزریق شد و سپس به مدت دو هفته بر روي ژل آگارز کشت داده شد. جدا شده از بیضه نوزاد از طریق مجراي وابران به داربست

م گردید.شناسی درپایان کشت انجاهاي بافتبررسی
هـا از  درصد منجر به حـذف کامـل سـلول   5/0درصد و تریتون 5/0سدیم دودسیل سولفات دودسیل سولفاتاستفاده ازها:یافته

هـا در داربسـت   ، فیبرونکین و لامینین و گلیکوزآمینوگلیکـان کلاژنو ایمونوهیستوشیمی حفظ آمیزي اختصاصیرنگبافت گردید. 
هاي فیبروبلاست جنـین  سازگار بوده و تاثیر منفی بر بقاي سلولها زیستنشان داد که داربستMTTاي را تایید کرد. تست بیضه

اند.   اي نشست کردهها در داربست بیضهشناسی نشان داد که که سلولموشی ندارند. نتایج ارزیابی بافت
هـا،  اي حفظ نمود. داربسـت هاي بیضهداربستهاي مهم ماتریکس خارج سلولی را درزدایی ما، پروتئینروش سلولگیري:نتیجه
هاي فیبروبلاست جنین موشی و اسپرماتوگونی نداشتند.  سازگار بوده و تاثیر منفی بر بقاي سلولزیست

: گزارش نشده است.تعارض منافع
مدرستربیتدانشگاه: منبع حمایت کننده
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Abstract

Background: Cryopreservation of immature testicular tissue before chemo/
radiotherapy is the only option to preserve fertility of cancer-affected prepubertal boys.
To avoid reintroduction of malignant cell, induction of in vitro spermatogenesis could
be considered. Induction of in vitro spermatogenesis using spermatogonial cells requires
a suitable platform for cell growth and proliferation. The extracellular matrix of the
testis could be used for adhesion, proliferation, migration and differentiation of
spermatogonial cells. The extracellular matrix of the testis consists of
glycosaminoglycans (GAGs), fibronectin, collagen and laminin. It can mimic specific
microenvironment of testis. The extracellular matrix as a biological scaffold provided
an appropriate platform for proliferation and differentiation of spermatogonial cells.
Biological scaffolds were developed using decellularization of tissues and organs.
Decellularization is a process that removes the cells, their nuclei and debris from tissues
and organs without sever damage to structure and biochemical component of the tissues.
The aim of our study was decellularization of whole testis for preparation of scaffold
and evaluation of spermatogonia cells homing after injection into the scaffold
Methods: In order to prepare the scaffolds, adult mouse testes and different
concentrations of detergents were used.  Initially, the adult mice were scarified using
chloroform and their testes were removed and washed with PBS, then decellularization
was performed using different concentrations of detergents according following
protocols.
Protocol 1: The testes were immersed in 0.1% SDS solution for 24 hours
Protocol 2:  The testes were immersed in 0.5% SDS solution for 24 hours.
Protocol 3: The testes were immersed in 1% SDS solution for 24 hours.
Protocol 4: The testes were immersed in 0.5% SDS solution for 18 hours, then washed
with PBS and immersed in 0.5% Triton solution for 18 hours.
In order to remove detergents, scaffolds were washed using PBS and disinfected by
70% ethanol. All protocols of decellularization and washing were done at room
temperature on orbital shaker with 50 rpm speed. The efficiency of the decellularization
process was determined by hematoxylin-eosin staining and DNA quantification. To
evaluate the preservation of collagen and GAGs, Masson's trichrome staining and alcian
blue staining were done respectively. Confirmation of fibronectin, collagen 4 and
laminin presence in decellularized scaffolds was done using immunohistochemistry
(IHC). The quantity of totlal collagen and GAGs in scaffolds was evaluated using Sicrol
assay kit and Blyscan assy kit respectively. The biocompatibility of testicular scaffolds
was evaluated using MTT test.  Initially, mouse embryonic fibroblast cells were
cultured on testicular scaffold for 24 hours and 72 hours. Then, the culture medium was
removed and 200 μl of MTT reagent with a concentration of 0.5 mg / ml was added to
the cells and incubated at 37 ° C for 4 h. Finally, 200 micrometers of DMSO was added
and the samples were transferred to the 96 well plates and located in ELISA reader. In
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order to evaluation of spermatogonial cells support by scaffolds, the isolated cells from
neonatal testes were injected to scaffolds via efferent ductile and then cultured on
agarose gel for two weeks. Histological studies were carried out at the end of culture.
Results: The results of hematoxylin-eosin staining showed that immersion testis in
0.1% SDS solution and 0.5% SDS solution couldn’t   decellularize the testes.  On the
other hand, immersion testis in 1% SDS solution led to destruction of seminiferous base
membrane. Immersion testis in 0.5% SDS and 0.5% Triton resulted in complete
decellularization of the testes without severe damage to seminiferous base membrane.
In order to further evaluation of methods efficiency, the amount of DNA residue in the
scaffolds was extracted using kit and examined by nanodrop. Spectrophotometric
analysis showed 50%  and 70% of DNA were removed  in first and second  methods
respectively, while more than 98% of DNA was removed  in  third and  forth  methods.
The first and second methods were discarded due to inefficiency in DNA removal from
the testes and third method due to destruction of the basement membrane of the tubes.
So, the scaffolds that prepared by forth method were selected for further evaluation. The
result of alcian blue staining indicated the good preservation of the GAGs in
decellularized testes scaffolds .The result of thrichrom staining confirmed the
preservation of collagen decellularized testes scaffolds. Presence of blue fibers in the
scaffold (representing collagen fibers) and the lack of red dots (representing the cell
nuclei) indicate that the prepared scaffolds are cell-free and Collagen strands are well
preserved. Examination of fluorescent microscopic images showed that extracellular
testicular matrix proteins including fibronectin, collagen type 4 and laminin were
expressed in testicular scaffolds, indicating preservation of these proteins in scaffolds.
Quantified evaluation of GAGs and collagen content of decellularized scaffolds showed
that there was no significant reduction in GAGs and collagen level in scaffolds
compared to testes. In order to evaluation of the cytotoxicity of testicular scaffolds,
MTT test was done. The results of the MTT test showed that the survival rate of mouse
embryo fibroblastic cells didn’t show significant difference after 24 and 72 hours of
culture in the presence of testicular scaffolds compared to culture without scaffolds, so
the scaffolds were biocompatible and did not negative effect on cell survival. Mouse
embryo fibroblastic cells could metabolize MTT in the presence of scaffolds, so
mitochondria of the cells were active in the presence of scaffolds and led to the survival
and proliferation of cells.  Examination of hematoxylin-eosin images showed that the
injected cells were located on basement membrane of seminiferous tubules and in the
interstitial space and created colonies that resemble organoid structures. The tubes were
completely collapsed in control group, and no cells were seen in the scaffolds.
Conclusion: Immersion of adult mouse testes in 0.5% SDS solution and 0.5% triton
solution was an effective method for decellularization of whole testes without severs
damage to seminiferous tubules. Our decellularization method could preserve important
proteins of extra cellular matrix including fibronectin, collagen type 4 and laminin in
testicular scaffolds. Decellularized testicular scaffolds were biocompatible and did not
have a harmful effect on MEF and spermatogonial cells viability. Also prepared
scaffolds could support the proliferation of spermatogonial cells during two weeks
culture
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مقدمه
اسپرماتوژنز یک فرآیند بسیار پیچیده و مـنظم اسـت   

درون بنیــادي اســپرماتوگونیهــاي کــه طــی آن ســلول
ــهییســاختارها ــام لول ــروسهــاي ســمیبن ــر و نف تکثی

هـاي دختـري را بـراي ایجـاد مـداوم      تمایزیافته و سلول
این روند در داخل بدن ). 1(نماینداسپرماتوزوا تولید می

هـا،  تحت کنترل فاکتورهاي مختلـف از جملـه هورمـون   
اتریکس هـاي م ـ ها و پروتئینفاکتورهاي رشد، سیتوکین

خارج سلولی است. هر کدام از این فاکتورها برهم کنش 
تواند فرآیند هاي زایا میهاي سرتولی و سلولبین سلول

زایی را تحت تاثیر قرار دهد. نقص هر یـک از ایـن   اسپرم
براي ). 2(تواند منجر به ناباروري مردانه گرددعوامل می

فرآینــد درمــان نابــاروري مردانــه و القــاء و از ســرگیري 
هاي مختلف اسـتفاده کـرد.   توان از روشاسپرماتوژنز می

هـاي مـورد اسـتفاده و مـورد توجـه      ترین تکنیکاز مهم
هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی در    محققین، کشت سـلول 

هـــاي بنیـــادي محـــیط آزمایشـــگاه و پیونـــد ســـلول
اسپرماتوگونی است کـه نیازمنـد شـبیه سـازي شـرایط      

ه  است. محیط داخلی بدن و بافت بیض
نفـروس بوسـیله یـک    تلیـوم سـمی  اپیدر بافت بیضه، 

این لولـه گردد. یک لامینا پروپریا تقویت میو پایهتیغه
مـی جـدا از یکدیگر خارج سلولی ماتریکسوسیلهبهها 

ــاتریکس خـــارج ســـلولی بیضـــه شـــوند از غنـــی. مـ
ولامینـین، کـلاژن  ي هـا پروتئین، گلیکوزآمینوگلیکانها

بافـت  ماتریکس خارج سـلولی  . )5-3(استفیبرونکتین
زیسـت فعـال اسـت    هاياي مسئول انتقال مولکولبیضه

و کنـد اجزاء مختلف سلولی را فراهم مـی که ارتباط بین
 ـ بافـت  ونفـروس تلیـوم سـمی  بـین اپـی  ل مکالمه متقاب

بینــابینی را بــه وســیله تشــکیل یــک ســد فیلتراســیون 
کنـد.  مـی انتخابی براي مواد فعـال بیولـوژیکی تسـهیل    

مطالعات نشان داده که اجـزاء مـاتریکس خـارج سـلولی     
هایی که در دمانند لامینین و کلاژن براي بازسازي رویدا

رخ می دهـد  نفروس در طول اسپرماتوژنزتلیوم سمیاپی
طبیعـی ماتریکس خارج سلولیبنابراین .)6است (مهم

بسـتر رشـد   زیسـتی، به عنوان یـک داربسـت  می تواند 
ریزمحیط اختصاصی بافت ، زیراکندرا فراهم مییآلایده
).  7کند (تقلید میرا 

به عنـوان  ، پتانسیل این را دارند کهايبیضهداربست
ــپرماتوژنز    ــد اس ــه رون ــراي مطالع ــزار ب ــک اب ایجــاد وی

هــاي ولاســپرماتوژنز آزمایشــگاهی از طریــق تمــایز ســل
مورد استفاده ناباروري درمانبنیادي چند ظرفیتی براي

هـاي  هـا و سـیگنال  با سلولهمراه هاداربستقرارگیرند. 
ــت را    ــدي مهندســی باف ــزء کلی ــک ج محــرك رشــد ی

حمایت ساختاري براي چسبندگی سـلولی و و دنسازمی
و بـه دلیـل   نـد.  کنمـی متعاقب بافتی را فراهمبازسازي

نیـک  ژآنتـی واصخ ـیـک،  ژلونوایموب اس ـنهـاي م پاسخ
تاصــیخدگی ســلولی و نســبچبــود بهوانــاییتیــم، لام

ــتازي ــورد هموس ــیار م ــیتبس ــه م ــوج و در )8(دنباش
هـاي جـایگزین مـورد    مهندسی بافت براي تولید ارگـان 

از روش زیســتی هــاي تولیــد داربســتتجهــاســتفاده  
هـاي فاقـد سـلول،    تشـود. باف ـ زدایی استفاده میسلول
نمـوده  ظرا حفخودطبیعی هاي مکانیکیویژگیبیشتر

درسـال  .)9(شوندمیتدهی مجدد بافسازمانبموجو
هاي اخیر توجهات زیادي بـراي تولیـد   در سالهاي اخیر

ت. جلب شـده اس ـ بیضههاي بیولوژیکی از بافتداربست
Baertقطعـات  زدایـی سـلول و همکاران نشان دادند که

ــق غوطــه  -وري در ســدیمبافــت بیضــه انســانی از طری
سولفات منجر به حفظ رضایت بخش سـاختار و  دودسیل
گـردد. داربسـت   بیضـه مـی  سلولخارجماتریکسترکیب 

ها سمی نبـود،  ها، براي فیبروبلاستتهیه شده توسط آن
دهد شستشوي فراوان قبل ازکشت قادر بـه  که نشان می

. در مطالعه دیگري، )10(از بین بردن دترجنت ها است
پروتکـل ترکیبـی   ازي خـوکی بـا اسـتفاده   بافـت بیضـه  

زدایی شد و سـپس  هاي یونی و غیر یونی سلولدترجنت
هـاي تهیـه شـده    هاي سرتولی را بر روي داربسـت سلول

هــا نشــان داد کــه کشــت داده شــد. نتــایج مطالعــه آن
اي هـاي بیضـه  هاي سرتولی توانستند به داربسـت سلول

هدف مطالعه حاضر تولیـد  .)11(بچسبند و تکثیر یابند
ت هاي بیولوژیکی زیست سـازگار از بافـت  بیضـه    داربس

موشی به صورت کامل و قطعـه نشـده  بـا روش غوطـه     
ها و سپس بررسی چسـبندگی و  وري در داخل دترجنت

هاي بنیادي اسپرماتوگونی پـس از تزریـق   نشست سلول
نفروس موجود در داربسـت مـی  هاي سمیبه درون لوله

باشد.

کارروش 
موشسر30و بالغنرسر موش30زدر این مطالعه ا

هـاي مـورد   مـوش استفاده گردیـد. NMRIنژاد نوزاد نر
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بافتیمهندسدراستفادهيبراسازگارستیزياضهیبداربستهیته

ي دانشکده علـوم پزشـکی   خانهحیواندرمطالعه همگی
داري دانشگاه تربیت مدرس تحت شرایط استاندارد نگـه 

مراحل ایـن پـژوهش بـر اسـاس مصـوبه      يکلیهشدند.
ه شماره کمیته اخلاقی پژوهشی دانشگاه تربیت مدرس ب

) انجام گردید.(IR.TMU.REC.1394.269يشناسه
بـا  ي بالغ هاابتدا موش:ايهاي بیضهتهیه داربست

هـا  آنيبیضـه سـپس  ند، استفاده از کلروفرم کشته شد
,Invitrogen)اســـتفاده از بـــاد وخـــارج گردیــ ـ

Switzerland)PBS هـاي اضـافی   تـا خـون  شسته شـد
هـا بـه داخـل    تسهیل ورود دترجنـت برايحذف گردد.

با استفاده از سـرنگ انسـولین تعـدادي    هاي بیضه،فتبا
تمام مراحل. گردیدها ایجادنافذ بر روي کپسول بیضهم

اربیتال بـا  روتاتورشو با استفاده ازوو شستزداییسلول
بـراي تهیـه   در دماي اتاق انجام گردید.rpm50سرعت 
استفاده  گردید.هاي زیرروشها از داربست
سـاعت در داخـل   24یک: بیضه هـا بـه مـدت    روش
قرار درصد1/0با غلظتSDS(Sigma, USA)محلول
.گرفتند
ســاعت در داخــل 24هــا بــه مــدت : بیضــه دوروش
.قرار گرفتنددرصد5/0با غلظتSDSمحلول
سـاعت در  24هـا بـه مـدت    : بیضه ها بیضه سهروش

.قرار گرفتنددرصد1با غلظتSDSداخل محلول
در داخـل  سـاعت 18: بیضه ها بـه مـدت   چهارروش 

 ـ ، قرار گرفتنـد درصدSDS5/0ولمحل PBSا سـپس ب

(Sigma, USA)شسته شده و در داخل محلول تریتون

.قرار گرفتندساعت18درصد به مدت 5/0با غلظت
و هر بار به بار4، هاداربستبراي حذف دترجنت ها،

در وشسـته شـدند  PBSساعت با اسـتفاده از 12مدت 
و )12(درصد آلوده زدایی شـده 70توسط اتانول نهایت 

شسـته  PBSدرسـاعت  مجددا سه بـار و هـر بـار یـک     
PBSشده در داخل داربست هاي تهیهنگه داريشدند.

و Ċ4مایسـین و در دمـاي   اسـترپتو -حاوي پنی سیلین
دو هفته صورت می گرفت.حداکثر به مدت

آمیـزي  بـا رنـگ  ايبیضههاي داربستارزیابی 
بـراي بررسـی میکروسـکوپی    : ائوزین-هماتوکسیلین

هـاي پـارافینی از   اي تهیه شده، قالـب هاي بیضهداربست
mµ5مت اهـاي بـافتی بـا ضـخ    ها تهیه شده و برشآن

اي قرار گرفت. سـپس هاي شیشهتهیه شد و بر روي لام
-بررسـی سـلول  براي ائوزین-هماتوکسیلینآمیزيرنگ

درون هـا از هـا و دبـري  زدایی بافت بیضه و حذف سلول
گردید.  هاي سمی نفروس انجام لوله

هـاي  داربستدر باقی ماندهDNAبررسی مقدار 
بـاقی مانـده در   DNAارزیـابی مقـدار   بـراي  : ايبیضه

ــت ــاداربس ــتخراجه ــت DNA، اس ــتفاده ازکی ــا اس ب
)QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany طبق

DNAانجــام شــد. ســپس میــزان دســتورالعمل کیــت

ــانودراپ    ــتفاده از ن ــا اس ــده ب ــتخراج ش Thermo)اس

Scientific, Netherlands)ــول ــوج در ط nm260م
.  )13(اندازه گیري شد

ررســی محتویــات مــاتریکس خــارج ســلولیب
:ايهاي بیضهداربست

منظـور تأییـد حفـظ    بـه  : رنگ آمیزي اختصاصـی 
در داربست بیضه اي تهیه کلاژن و گلیکوزآمینوگلیکان

کروم ماسون و آلشین شده به ترتیب از رنگ آمیزي تري
).14استفاده گردید ((Sigma, USA)بلو 

ــیمی ــظ  :ایمونوهیستوشـ ــی حفـ ــراي بررسـ بـ
ــروتئین ــايپ ــلولی ه ــارج س ــاتریکس خ ــه م از جمل

-فرآیند سـلول و لامینین پس از IV، کلاژنفیبرونکتین
ــی از روش  ــیمی زدای ــد ایمونوهیستوش ــتفاده گردی . اس

30بـه مـدت   ايتهیه شده از داربسـت بیضـه  ي هابرش
قـرار گرفـت تـا    C60°دمـاي  ر داخـل فـور بـا    دقیقه د

زیلل گدقیقه در 30پارافین زدایی شود، سپس به مدت 
بـا  دهـی آبگرفت تا شفاف سـازي صـورت گیـرد.   قرار

. براي صورت گرفتهاي با درجات نزولیاستفاده از الکل
اسـتفاده گردیـد و   سـیترات بـافر  از هـا  آنتی ژنبازیابی
C°دمـاي  بافر سیترات با دقیقه در30به مدت ها نمونه

در مرحله بعد جهت نفوذپذیري غشـاء  .ندشدانکوبه 97
روي دقیقــه 20% بـه مـدت   X-1003تریتـون  ،سـلولی 

قرار گرفت و سپس سه مرتبه و هر بار به مدت نمونه ها 
جهت بلوك کردن واکـنش  .شسته شدPBSدقیقه با 5

دقیقـه روي  30مـدت  به% 10غیر اختصاصی، سرم بز 
بـه مـدت یـک    نمونه هـا د، سپسنمونه ها قرار داده ش

بـادي  با آنتییخچال و در اتاقک مرطوب داخلشب در 
Mouse(اولیه فیبـرونکتین  monoclonal IgG, E-AB-

22077, Elabscience Biotechnology Inc( کــلاژن ،
,Mousemonoclonal IgG, E-AB-22150(4نــوع 

Elabscience Biotechnology Inc( ، لامینین)Rabbit

polyclonalIgG, ab11575, Abcam(   .انکوبـه شـدند
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شستشو داده PBSسه بار با ،هاي بافتیپس از آن برش
شو، نمونه ها توسط آنتـی بـادي   و س از شستپشدند.

,AlexaFluor 488, goat anti-mouse IgGثانویـه ( 

A1100, Invitrogen (ــا -Texas Red, Goat anti(ی

rabbit IgG,ab6719, Abcam( به مدت یک ساعت در
در حالت تاریکی انکوبـه شـدند. در مرحلـه    دماي اتاق و

DAPIدند و رنگ مرتبه شستشو داده ش3بعد نمونه ها 

دقیقه 10به نمونه ها جهت رنگ آمیزي هسته به مدت 
در دماي اتاق اضافه شد. سپس نمونه ها دوباره شستشو 

Olympusداده شــــدند و توســــط میکروســــکوپ

microscope (BX51, Japan)ندبررسی شد.
ــی   ــی کمــ ــلاژنبررســ ــال و کــ توتــ

توتال و کلاژنبررسی: هاگلیکوزآمینوگلیکان
ايبیضهيهاداربستهاي موجود در گلیکوزآمینوگلیکان

Sicrolهـاي  بـا اسـتفاده از کیـت   به ترتیبتهیه شده

assay (Tebu-blegium) وBlyscan assy (Tebu-

Bio, Belgium)طبق دستورالعمل کیت انجام شد.
بـراي  : ايداربست بیضهسازگاريزیستارزیابی 

MTTاز تست ايبیضهداربستسازگاريزیستارزیابی 

هاي فیبروبلاست جنین . بدین منظور سلولاستفاده شد
سـاعت و  24اي بـه مـدت   بیضهداربست موشی بر روي 

،ساعت کشت داده شـد. پـس از اتمـام دوره کشـت    72
میکرولیتـر  200هـا حـدف شـده و    رویی سـلول محیط

5/0) بـا غلظـت   MTT)Carl Roth, Germanyمعـرف  
و به مـدت  شدهها اضافهلیتر به سلولگرم بر میلیلیمی
ــاي 4 ــه شــC37°ســاعت در دم 200د. ســپسانکوب

هـا بـه   . در نهایـت نمونـه  اضافه شـد DMSOمیکرولیتر 
خانه منتقل و براي خوانش جـذب نـوري   96هاي تپلی
.)15(دستگاه الایزا قرارگرفتدر

بـه  اسپرماتوگونی هايسلولجداسازي و تزریق
بـا  اسـپرماتوگونی هـاي سـلول : ايداربست هاي بیضه

مرحلـه اي از بیضـه هـاي نـوزاد     هضم آنزیمی دو روش 
اي با اسـتفاده از سـوزن شیشـه   ) و 16(جدا شدندموش

ايداربسـت بیضـه  و ابتداي رت مجراي وابرانبه انتهاي 
به مـدت دو  % 5/1آگار و بر روي ژل )17(شدند تزریق
گـراد  درجه سـانتی 35انکوباتور با دماي در داخل هفته

قطعـات بـافتی   دوم، پایـان هفتـه  در.کشت داده شدند
ي بررســی بــراند و وري شــدآبــراي بررســی جمــع  

ند.  گرفتفرمالین قراردر داخل محلول شناسیبافت
براي بررسـی نرمـال بـودن    : هاتجزیه و تحلیل داده

اسمیرنوف استفاده گردید. -داده ها، از آزمون کلموگروف
نتایج آزمون حاکی از توزیع نرمال داده ها بود، بنـابراین  
براي تجزیه و تحلیل داده ها از آزمون هاي آماري آنالیز 

Tukeyو آزمـون تکمیلـی   T-testواریانس یک طرفه و 

استفاده شد. سطح معنی داري در مقایسه بین گروه هـا  
05/0p<    در نظر گرفته شد. تمـامی اطلاعـات کمـی در

انحراف معیار ارائه شد. ±این پژوهش به شکل میانگین 

هایافته
نشان داد کهائوزین-هماتوکسیلین آمیزينتایج رنگ

و درصـد  1/0شـامل SDSهاي پـایین غلظتاستفاده از
هـا نبـود و   کامل داربستزداییسلولدرصد قادر به 5/0

منجـر بـه   SDSدرصـدي 1از طرفی استفاده از غلظت 
اسـتفاده از در حالیکه گردید.ها تخریب غشاي پایه لوله

زدایـی  منجـر بـه سـلول   SDSدرصد بعد از 5/0تریتون
سـمی  هـاي  بـدون تخریـب شـدید لولـه    هـا  بیضهکامل 

خـالی از سـلول   کـاملا  هالولهطوریکه به،نفروس گردید
بــه منظــور ارزیــابی بیشــتر . )1Dتــا1Aشــکل(بودنــد

هـا خـالی نشـده    کـه لولـه  درصـد SDS1/0اي تهیه شده بـا  داربست بیضه.Aائوزین. -آمیزي هماتوکسلینبا رنگهاارزیابی بافت شناسی داربست-1شکل 
کـه  درصدSDS1اي تهیه شده با داربست بیضه.C، که تعدادي از لوله ها داراي سلول و دبري استدرصدSDS5/0اي تهیه شده با . داربست بیضهB،است

نفـروس خـالی از سـلول هسـتند. غشـاي      سمیهايلولهدرصد که 5/0و تریتوندرصدSDS5/0اي تهیه شده با داربست بیضه.D، لوله ها تخریب شده است
اند.ها کمی کلاپس شدهها حفظ شده است، اما لولهي لولهپایه
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بافتیمهندسدراستفادهيبراسازگارستیزياضهیبداربستهیته

زدایی مورد استفاده بـراي تهیـه   سلولهاي کارایی روش 
ــاقی مانــده در DNA، میــزان محتویــاتهــاداربســت ب
نانودراپ ها، با استفاده ازکیت استخراج و توسطداربست
گردید. آنالیز اسپکتروفتومتریک نشان داد که در بررسی 

حـذف  DNAدرصد 70و 50روش یک و دو به ترتیب 
98شده است در حالیکه در روش سه و چهـار بـیش از   

اي حذف شـده اسـت  هاي بیضهاز داربستDNAدرصد 
لذا براي ادامه مطالعه روش هـاي یـک و دو   )،2(شکل 

و روش هـا  بیضهاز DNAبه دلیل عدم کارایی در حذف
ها کنار گذاشته شد و به دلیل تخریب غشاي پایه لوله3

بیشتر و براي ارزیابی 4داربست هاي تهیه شده با روش 
جهـت بررسـی   .بررسی سازگاري سلولی انتخاب گردیـد 

هـاي  داربسـت هـا در  گلیکـان آمینـو گلیکوزکیفی حضور

بلـو اسـتفاده   آمیزي اختصاصـی آلشـین  اي از رنگبیضه
ــگ  ــایج رن ــد. نت ــان گردی ــزي نش ــدهآمی ــظ دهن ي حف

اسـت.  ايهـاي بیضـه  ها در داربستگلیکوزآمینوگلیکان
B3و شــکل اي مربــوط بــه داربســت بیضــهA3شــکل 

کیفـی  بـراي بررسـی   مربوط به بیضه کنترل می باشد. 
اي از رنـگ  هاي بیضههاي کلاژن در داربستحفظ رشته
هاي گردید. وجود رشتهاستفاده ماسون کرومآمیزي تري

هــاي اي (نمایـانگر رشــته آبـی رنــگ در داربسـت بیضــه  
کــلاژن) و فقــدان نقــاط قرمــز رنــگ (نمایــانگر هســته  

اي بیضـه هـاي است که داربسـت ها)، حاکی از آن سلول
هـاي  تهیه شده عاري از هسـته سـلول هسـتند و رشـته    

بیضه مربوط به C3شکل اند. کلاژن به خوبی حفظ شده
.می باشداي داربست بیضهمربوط به D3و شکل کنترل 

. نتایج آنالیز اسپکتروفتومتریک نشان داد کـه در روش یـک و دو بـه    DNAبا استفاده از کیت استخراج هاباقی مانده در داربستDNAارزیابی مقدار -2شکل 
وجـود  کنتـرل اختلاف معنی داري بـا بیضـه   : aحذف شده است. DNAدرصد 98یکه در روش سه و چهار لف شده است، درحاحذDNAدرصد 75و 50ترتیب 
).>05/0p(داشت

-نشـان داد کـه گلیکـوز   بلـو  آمیـزي آلشـین  رنـگ آمیزي اختصاصی. اي با استفاده از رنگبیضهدر داربستکلاژن ها و آمینوگلیکانارزیابی حضور گلیکوز-3شکل 
) C(هاي کلاژن در بیضه کنترل رشتهماسون حضور کروم) حضور دارند. رنگ آمیزي تريB(اي ) و داربست بیضهA(ها با الگوي مشابه در بیضه کنترل آمینوگلیکان

نفروس عاري از سلول هستند.هاي سمیاي حاکی از آن است که لولههاي بیضه. فقدان نقاط قرمز رنگ در داربسترا تایید کرد)D(ايداربست بیضهو
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همچنین بررسی تصاویر میکروسکوپ فلوروسنتی نشـان  
هاي ماتریکس خارج سلولی بیضه شامل داد که پروتئین

) C4) و لامینـین ( B4(4، کلاژن نوع )A4فیبرونکتین (
ي دهنـده اند که نشاناي بیان شدههاي بیضهدر داربست

.اسـت ايهـاي بیضـه  داربسـت هـا در حفظ این پروتئین
میـزان گلیکـوز آمینوگلیکـان هـا و     اندازه گیـري کمـی  
نشـان داد کـه   بـا اسـتفاده ازکیـت   کلاژن بـاقی مانـده  

گلیکـــوز کــاهش معنـــی داري در ســـطح کــلاژن و  
ــه هــاي بیضــه ايدر داربســتآمینوگلیکــان نســبت ب

بـراي بررسـی   . )5وجود ندارد (شـکل کنترلهايبیضه
MTTاي با اسـتفاده از تسـت   هاي بیضهسمیت داربست

استفاده گردیـد.  روبلاست جنین موشیهاي فیباز سلول
هـاي  نشان داد که میزان بقاي سـلول MTTنتایج تست 

ساعت کشت 72و 24فیبروبلاست جنین موشی بعد از 
داري را بـا  اي تفاوت معنـی هاي بیضهدر حضور داربست

هـا نداشـت،   داربسـت ها بدون حضـور  میزان بقاي سلول
بنابراین داربستهاي تهیـه شـده زیسـت سـازگار بـوده و      

هـاي  ها نداشتند. سـلول تاثیر منفی بر میزان بقاي سلول
ــین موشــی  ــا، در حضــور داربســتفیبروبلاســت جن ه

را متابولیزه کنند، لذا میتوکنـدري  MTTتوانستند ماده 
و ها فعال بوده و منجر به بقـا ها در حضور داربستسلول

مطالعات کیفی ارزیابی ).6شکل ها گردید. (تکثیر سلول
هـاي بـافتی و رنـگ    با تهیه بـرش هاتزریق سلولبعد از

ائوزین انجام شد. بررسـی تصـاویر   -آمیزي هماتوکسیلین
هـاي تزریـق   سـلول ائوزین نشان داد کـه -هماتوکسیلین

و هم در فضاي نفروسهاي سمیشده هم در داخل لوله
بینابینی قرار دارند و کلونی هایی را ایجاد کرده انـد کـه   
ــین در     ــتند. همچن ــد هس ــاختارهاي ارگانوئی ــبیه س ش

هـا در زیـر تونیکـا آلـوژنیزه     اکثریت مقاطع بافتی، سلول
هـاي کمتـري   هاي مرکزي کلونیقرار دارند و در قسمت

و لامینـین  4بررسی پروتئین هاي ماتریکس خارج سلولی با استفاده از ایمونوهیستوشیمی. بررسی تصاویر از ایمونوهیستوشیمی وجود  فیبرونکتین، کلاژن-4شکل 
را در داربست ها و بیضه کنترل تایید کرد.

داري در اي با استفاده از کیت. نتایج ارزیابی  کمی نشان داد که  تفـاوت معنـی  ها در داربست هاي بیضهآمینوگلیکانارزیابی میزان کلاژن توتال و گلیکوز-5شکل 
انحراف معیار گزارش شده است.±در داربست و بیضه کنترل وجود ندارد. نتایج به صورت میانگین (B)ها آمینوگلیکانو گلیکوزA)میزان کلاژن توتال (
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املا . در گروه کنترل بدون پیوند، لوله ها کشوددیده می
شـود  کلاپس شده اند و سلولی در داربسـت دیـده نمـی   

). 7شکل(

گیري بحث و نتیجه
مـوش بـالغ را   نتایج مطالعه حاضر نشان داد که بیضه

-Xو تریتـون  SDSهـاي  توان با استفاده از دترجنتمی

زدایـی  به طـور کامـل سـلول   درصد 5/0با غلظت 100
حاکی ائوزین-هماتوکسیلینآمیزي رنگطوریکه کرد، به

هاي اي از داربستها و بقایاي هستهاز حذف کامل سلول
ي مـوثر بـودن روش مـورد    دهنـده اي بود که نشانبیضه

از روش مـورد اسـتفاده   استفاده است. براي تایید کارایی 
اسـتفاده گردیـد. نتـایج بررسـی     DNAکیت اسـتخراج  

با استفاده نشان داد کهDNAاسپکتوفومتري محتویات 
ــر  ــورد نظـ ــیش از از روش مـ ــد 98بـ از DNAدرصـ

است که حـاکی از آن اسـت کـه    ها حذف شده داربست
هاي مورد استفاده با غلظت مورد نظر بـه طـور   دترجنت

اي را از داربست حذف کرده هاي بیضهکامل اجزاء سلول
و Baertتوسـط  2014اي کـه در سـال   در مطالعه. اند

یک درصد به مدت SDSاستفاده ازهمکاران انجام شد،
زدایـی  ترین روش بـراي سـلول  ساعت به عنوان موثر24

اما در مطالعـه  ). 10(ي انسانی گزارش گردیدبافت بیضه
سـاعت  24یک درصد به مـدت  SDSاستفاده ازحاضر 

هـاي سـمی   د غشـاي پایـه لولـه   منجر به تخریـب شـدی  
درگونـه مـورد   تواند به علت تفاوت میگردید که نفروس 

هـاي  ي لولهمطالعه باشد. لذا به منظور حفظ غشاي پایه
زدایـی  و مـدت زمـان سـلول   SDSنفروس، درصد سمی

هـا  کاهش یافت که منجر به حفظ غشـاي پایـه ي لولـه   
ها و دبـري بـاقی مانـد    گردید، اما بقایاي زیادي از سلول

که احتمـالا بـه علـت اسـتفاده از بیضـه کامـل و داراي       

هاي فیبروبلاسـت جنـین موشـی در    . نتایج تست نشان داد که میزان بقاي سلولMTTاي با استفاده از تست بیضههاي ارزیابی سازگاري بافتی داربست-6شکل 
ها زیسـت سـازگار بـوده و تـاثیر     )، بنابراین داربست<05/0pها نداشت (ها بدون حضور داربستداري را با میزان بقاي سلولاي تفاوت معنیهاي بیضهحضور داربست
انحراف معیار گزارش شده است.±ها نداشتند. نتایج به صورت میانگین بقاي سلولمنفی بر میزان 

تزریـق شـده بـه داربسـت،     هـاي ). سـلول Bو Aاسـپرماتوگونی ( هـاي  اي پس از تزریق  سـلول بیضههايائوزین داربست-میزي هماتوکسیلینرنگ آ-7شکل
ن ) مربـوط بـه گـروه کنتـرل بـدو     Cتصـاویر ( اند.که بیشتر در زیر تونیکا آلبوژنیزه تجمع یافتهاندداربست ایجاد کردههاي ارگانوئید را در هایی شبیه به ساختارکلونی

گردد.تزریق است که سلولی مشاهده نمی
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هـا و  زدایی بود. بـراي حـذف دبـري   راي سلولکپسول ب
درصـد بـه   5/0هـا، از تریتـون   بقایاي سلولی از داربست

ســاعت اســتفاده گردیــد و مــدت زمــان     18مــدت 
افـزایش  PBSهـا بـا اسـتفاده از    شوي داربسـت وشست

هـا گردیـد.  ها ار داربستیافت که منجر به حذف دبري
Baertزدایـی، کپسـول   از آغاز سـلول ش، قبلو همکاران

ها را قطعه قطعه کـرده بودنـد   ها را جدا کرده و آنبیضه
هـا از داخـل   ها و بقایـاي سـلول  که احتمالا خروج دبري

هدف مطالعه را تسهیل نموده بود. نفروس هاي سمیلوله
حاضر تهیه داربست از بیضه موشی به صورت کامل بـود  

ان به ي بعدي سلول ها از طریق مجراي وابرتا در مرحله
هـدف  زدایـی، در فرآیند سلولها تزریق شود. داخل لوله

هـا و  هاي بافت با استفاده از دترجنتسلولنهایی حذف 
هـاي  اجزاء و پـروتئین مورد نظر و حفظاز بافت هاآنزیم

هـا حمایـت   . ایـن پـروتئین  استماتریکس خارج سلولی
ساختاري و بیوشیمیایی را براي حمایـت از چسـبندگی   

کنش سلول به سـلول و مهـاجرت   همتکثیر و برسلولی، 
حفـظ اجـزاء و سـاختار    .)18(دنکنسلولی را فراهم می

کـنش مناسـب   هـم ماتریکس خارج سلولی براي ایجاد بر
ها و مـاتریکس خـارج سـلولی بسـیار مهـم و      بین سلول

اجزاء اصلی ماتریکس خارج سـلولی  .)19(ضروري است
ــان  ــامل گلیکوزآمینوگلیکـ ــه شـ ــا،بیضـ ــین، هـ لامینـ

ي لامینـین اجـازه  ). 10(ها هسـتند فیبرونکتین، کلاژن
دهد. لامینـین بـه   پایه را میها به غشايچسبیدن سلول

اي هـاي بیضـه  در تشـکیل طنـاب  4همراه کـلاژن نـوع   
هـا بـراي حفـظ سـاختار بافـت      دخیل هسـتند. کـلاژن  

. فیبرونکتین چسبندگی سـلولی را  )11(ضروري هستند
بی در ایـن مطالعـه، بـراي ارزیـا    .)20(کنـد حمایت می

هـاي  در داربسـت حفظ اجزاء مـاتریکس خـارج سـلولی    
ــه ــگاز اي بیضــ ــزيرنــ ــی،  آمیــ ــاي اختصاصــ هــ

آمیـزي  رنـگ استفاده گردید. ایمونوهیستوشیمی و کیت 
ماسون و آلشین بلو، به ترتیب حفـظ کـلاژن و   کرومتري

ــان ــد. گلیکوزآمینوگلیکـ ــد کردنـ ــا را تاییـ ــاویر هـ تصـ
کلاژن نـوع  فیبرونکتین، کوپ فلوروسنتی، حفظ میکروس

نتایج بررسی با ها را تایید کرد.، و لامینین در داربست4
کیت حاکی از  نبود تفاوت معنـی دار در میـزان کـلاژن     

ها در داربست ها نسـبت بـه   توتال و گلیکوزآمینوگلیکان
حفظ اجزا و پروتئین هـاي مـاتریکس   بیضه کنترل بود. 
زدایـی، حـاکی از آن   از فرآیند سـلول خارج سلولی پس 

است که روش مورد استفاده مناسب است. براي بررسـی  
اسـتفاده  MTTهاي تهیه شده از تست سمیت داربست

هـاي  گردید. نتایج تست سمیت نشان داد کـه داربسـت  
ــه ــلول   بیض ــر س ــزان تکثی ــر می ــوئی ب ــر س ــاي اي اث ه

سـاعت  72و 24فیبروبلاست جنینـی موشـی در طـی    
ها زیست سـازگار بـوده و   دارند. بنابراین داربستکشت ن

هـاي اسـپرماتوگونی   تکثیر و تمایز سلولتوانند براي می
و Hadley. نتـایج مطالعـات   مورد اسـتفاده قـرار گیرنـد   

همکاران نشان داد کـه اسـتفاده از سـطوح پوشـیده بـا      
ماتریکس خارج سلولی موجب القا تمایز در سلول هـاي  

و همکـاران  Cheng. نتایج مطالعـات  )21(گرددژرم می
نشان داد که مـاتریکس خـارج سـلولی در اسـپرماتوژنز     

ــت  ــل اس ــلاژن در   )22(دخی ــین و ک ــرات لامین . تغیی
ــاري ــا،   بیمـ ــرتولی تنهـ ــندروم سـ ــد سـ ــایی ماننـ هـ

کریپتورکیدیسم و آتروفی بیضه بیانگر اهمیت ماتریکس 
. )24و 23(خارج سلولی در عمکرد نرمال بیضـه اسـت   

هـاي خـارج   اي مشـتق از مـاتریکس  ه داربست بیضهتهی
اي باشـد،  هاي بیضـه سلولی که قادر به حمایت از سلول

کنش سـلول و مـاتریکس در طـی    همتواند اهمیت برمی
اي هاي بیضهاسپرماتوژنز را نشان دهد. از طرفی داربست

ــی ــلول م ــایز س ــه تم ــراي مطالع ــد ب ــادي توان ــاي بنی ه
هـا مـورد اسـتفاده قـرار     داروگرياسپرماتوگونی و غربال

ــد ــن مطالعــه، اســتفاده از داربســت ). 25(گیرن هــاي ای
هــاي اي بــراي حمایــت از تکثیــر و تمــایز ســلولبیضــه

را بررســی بیضــه اي اســپرماتوگونی جداشــده از بافــت 
هـاي اسـپرماتوگونی از   در مطالعه حاضر سـلول کند. می

نفـروس  هـاي سـمی  طریق مجراي وابران به داخل لولـه 
هـا  داربست تزریق گردید تا نشست و چسبندگی سـلول 

نتـایج  ها تسهیل گردد.به غشاي پایه و تکثیر و تمایز آن
ــوزین نشــان داد کــه   رنــگ آمیــزي هماتوکســیلین و ائ

ــلول ــاي   س ــه ه ــل لول ــم در داخ ــده ه ــق ش ــاي تزری ه
و هم در فضـاي بینـابینی قـرار دارنـد کـه      نفروسسمی

ها یـا  ر حین تزریق سلولها داحتمالا به علت پارگی لوله
هـا وارد فضـاي بینـابینی نیـز     زدایی، سلولفرآیند سلول

هـاي  هـایی را تشـکیل داده انـد. لولـه    انـد و کلـونی  شده
زدایـی، دچـار کلاپـس    نفروز در حین فرآیند سلولسمی

هـا را دشـوار   ها بـه درون لولـه  شدند که تزریق سلولمی
ها در زیـر  سلولساخت لذا در اکثریت مقاطع بافتی، می

تونیکا آلوژنیزه قـرار دارنـد و در قسـمت هـاي مرکـزي      
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و همکـاران Baertشـود.  جمعیت سلولی کمتر دیده می
از داربست هاي بیضه اي، دیسک هـایی  2017در سال 

اي هاي جداشده از بافت بیضـه تهیه کرده و سپس سلول
). 10هـا کشـت دادنـد (   را بر روي سطح آپیکال دیسـک 

، ها نشان داد کـه داربسـت هـاي بیضـه    رسی آننتایج بر
هـاي  سـلول هـاي بیضـه اي بـه سـاختار     خود تجمعـی 

ارگانوئیــد را حمایــت کردنــد ولــی ســاختار یــک بیضــه 
هـاي بیضـه اي در طـی    تیپیک بازسازي نشد و داربست

در مطالعـه  هـا بـازآزایی شـدند.    ي سلولزمان به وسیله
ایجاد نماینـد  هایی راها توانستند کلونیحاضر هم سلول

که شبیه ساختارهاي ارگانوئید بودند و قادر بـه تشـکیل   
هـا نبودنـد و   نفروس توبولاپی تلیوم مطبق کاذب سمی

یک ساختار بیضـه تیپیـک بازسـازي نشـد. در حقیقـت      
هاي بیضـه  ها بر روي سطح اپیکال داربستکشت سلول

نفروس و بافت هاي سمیها به درون لولهاي یا تزریق آن
هـا بینابینی نتایج مشابهی را داشت و باعث تکثیر سلول
اي و ایجاد سـاختارهاي ارگانوئیـدي در داربسـت بیضـه    

هـاي  هاي در حال تکثیـر بـا ترشـح آنـزیم    گردید. سلول
پروتئولیتیک باعث تجزیـه غشـاي پایـه سـمی نفـروس      

مـاتریکس هـاي سپس با ترشح پروتئینها شده و توبول
بــازآراییباعــثخــودرافاطــدرجدیــدســلولیخــارج

شدند.  هاداربست
از محدودیت هاي مطالعه حاضر می تـوان بـه پـایین    
بودن درصد پرشدگی لوله هـا پـس از تزریـق بـه علـت      
کلاپس لوله ها، عدم امکان کشت سه بعـدي بیضـه بـه    
صورت قطعه نشده به علت نکروز قسـمت هـاي داخلـی    

فاده از می باشد. توصیه می شود در مطالعات بعدي اسـت 
کشــت دینامیــک بــا اســتفاده از بیوراکتورهــا یــا تهیــه  

هیدروژل از داربست بیضه اي مد نظر قرار گیرد.
تـوان از روش  اي مـی هـاي بیضـه  براي تهیه داربسـت 

درصـد و  5/0بـا غظـت   SDSغوطه وري با اسـتفاده از  
به درصد استفاده کرد. روش مذکور 5/0تریتون با غظت 

اي انجام داد و هاي بیضهاز بافتزدایی را موثر سلولطور 
هاي مهم ماتریکس خارج سلولی و پروتئیندر عین حال 

نـین و فیبـرونکنین   ، لامی4غشاي پایه مانند کلاژن نوع 
هـاي  . داربسـت هـا را حفـظ نمـود   و گلیکوزآمینوگلیکان

سازگار بوده و تاثیر سوئی بر میزان بقا ایجاد شده، زیست
ند، نداشـت هاي فیروبلاست جنین موشـی  یر سلولو تکث

هـاي  هـا توانسـتند تکثیـر سـلول    همچنین این داربست

هفته کشـت  دورا بعد از تزریق و در طی اسپرماتوگونی
.حمایت کنند

تقدیر و تشکر
تربیت مدرس انجام حمایت مالی دانشگاهبا این مقاله
از زحمـات دانند تـا محققین بر خود لازم میشده است. 

به دلیـل  و خانم ابراهیمی جناب آقاي شهرام پوربیرانوند
.  بخش مولکولی تشکر نمایندمساعدت در
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