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ژنز بـه طي رونـد اسـپرماتو) SSCs: Spermatogonial Stem Cells( اسپرماتوگوني بنيادي هايسلولزمينه و هدف: 

 توانـدگاه ميها در آزمايشـتكثيـر و تمـايز ايـن سـلول .شـوندهاي جنسي بالغ تمايز پيدا كرده و باعث باروري در مردان ميسلول
هاي سـلولي امكـان هاي بنيادي به ديگر ردها كشت و تمايز اين سلولبها باشد. همچنين راهكاري براي درمان برخي از ناباروري

 شود.مي فراهمبيوتكنولوژي و پزشكي ترميمي ها در زمينه استفاده از اين سلول
يضـه، جـدا شـده و پس از هضم آنزيمي بافت ب SSCsآزمايشگاهي) بود، (اي در اين مطالعه كه يك مطالعه مداخله روش كار:

در  SSCsبـا روش ايمونوسيتوشـيمي انجـام شـد.  OCT4 ،PLZFهـاي باديبا آنتي SSCs تيهو تأييدكشت داده شدند. 
 هـاينپروتئي و بيـان SCP3 ،Boule،Crem  ،Protamine2هاي ژن محيط كشت تمايزي كشت داده شدند. سپس بيان

SCP3 و Protamine2  به ترتيب با روشReal-time PCR  ررسـي شـد. همچنـين تـوان تمـايزي بو ايمونوسيتوشيمي
ا بـه ترتيـب بـ ها در محـيط كشـت تمـايزيهاي استخواني و چربي با كشت اين سلولاسپرماتوگوني به سلول بنيادي هايسلول
 One( طرفـه كيـ واريـانس روش شد. آناليز نتايج حاصل از اين مطالعه با يابيارز Oil Red و  Alizarin redآميزي رنگ

way ANOVA (گرفت انجام.  
تواننـد در مي SSCsشان داد كـه مراحل مختلف اسپرماتوژنز پس از كشت تمايزي ن هايپروتئين و هابررسي بيان ژن ها:يافته

لعه نشـان داد يج اين مطااسپرماتوسيت و اسپرماتيد تبديل شوند. همچنين نتاهاي جنسي تمايز يافته شرايط آزمايشگاهي به سلول
  ربي تمايز يابند.چهاي استخوان و هاي سلولي مانند سلولها قادر هستند به ديگر ردهاين سلول كه

ها در درمـان سـلولتـوان از ايـن انساني مي SSCsنتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد با توجه به توان تمايزي  گيري:نتيجه
  .برخي از ناباروري مردانه و همچنين در زمينه سلول درماني و پزشكي ترميمي استفاده كرد

  
  : گزارش نشده است.تعارض منافع
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Abstract   

 
Background: Spermatogonial Stem Cells (SSCs) differentiate into adult germ cells 
during spermatogenesis and cause male fertility. Maintenance of SSCs and 
induction of spermiogenesis in vitro may provide a therapeutic strategy to treat 
male infertility. Moreover, it is possible to use the SSCs for research in the field of 
biotechnology and regenerative medicine through differentiation of them into other 
cell lines. 
Methods: SSCs were isolated enzymatically from digested testicular tissue and 
then were cultured. The identity of SSCs were confirmed by anti-OCT4, anti-PLZF 
through immunocytochemistry. SSCs were cultured in differentiated culture 
medium. Then, expression level of SCP3, Boule, Crem, Protamine 2 genes and also 
expression level of SCP3, Protamine2 proteins was determined by Real-time PCR 
and immunocytochemistry, respectively. In addition, the potency of SSCs 
differentiation into osteoblasts and adipocytes was evaluated by Alizarin Red and 
Oil Red staining, respectively. 
Results: The results showed that SSCs can differentiate into adult germ cells in in 
vitro condition. Also, under differentiation conditions, these cells can be 
distinguished from other cell lines. 
Conclusion: The results of this study showed that, given the differentiation potency 
of SSCs, these cells can be used for the treatment of male infertility, as well as cell 
therapy and regenerative medicine. 
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  مقدمه

بيضه بافتي پوياست كه عملكرد آن وابسته بـه تكثيـر 
ـــــداوم  ـــــادي اســـــپرماتوگوني  هايســـــلولم بني

(Spermatogonial Stem Cells-SSCs) ايـن باشـدمي .
واقـع  سـازاسپرمهاي روي غشاي پايـه لولـهبر  هاسلول

در رونـد . انـدرفتهسرتولي فرو  هايسلولشده و در بين 
هـايي از با ايجاد كلوني، زنجيره هاسلولين اسپرماتوژنز ا
كـه  دهنـدميهاي تمايز يافته را تشـكيل اسپرماتوگوني

بعــد از چنــدين تقســيم بــه اسپرماتوســيت و ســرانجام 
 بـراي حفـظ بـاروري فـرد. شـوندمياسپرماتيد تبـديل 

. )1( باشـدميدر بيضـه لازم  SSCsاز  ايذخيرههمواره 
 هايســلولاخــتلال در تعــداد، تكثيــر و تمــايز  هرگونــه

باروري در مردان شود نامنجر به  تواندمياسپرماتوگوني 
ي كــه بــراي درمــان ســرطان و يــا كودكــاندر . )2(

ــوتراپي بيماري ــا رادي ــاني و ي ــيمي درم ــر ش ــاي ديگ ه
اسـپرماتوگوني در  هايسـلولتعداد زيـادي از  ،شوندمي

و امكان ناباروري و يا اختلال  روندميروند درمان از بين 
در باروي اين كودكان در بزرگسالي وجود دارد. از آنجـا 

امكـان  شـودنميآغاز كه اسپرماتوژنز در دوران كودكي 
. افزايش )4 و 3(كودكان نيست اين فريز اسپرم بالغ در 

منجـر بـه  سـرطان نابارور به علت درمان بيمارانتعداد 
هاي سلولي طيف وسيعي از مطالعات كه مكانيسم انجام

ها بررسـي اسـپرماتوگوني هايسـلولرا در طـول تمـايز 
براي حفـظ  جديدي هاياستراتژي شده است.، كنندمي

به وجود آمده اسـت. دو اسـتراتژي  جنسي نر هايسلول
جديد براي حفـظ بـاروري مـردان در افـراد سـرطاني و 

جنسي يا  هايسلولپيوند  -1: شودميآزوسپرمي دنبال 
كشـت  -2 .)6 و 5(بافت بيضه به يـك حيـوان ميزبـان 

 جنسي يا بافت بيضه در محيط آزمايشـگاهي هايسلول
ـــاتكنيك .)9-7( ـــد و كشـــت ه  آزمايشـــگاهيي پيون

هاي جديـدي را بـراي حفـظ جنسـي گزينـه هايسلول
هاي سرطاني كه هنـوز بـه باروري در افراد بالغ و مريض

سن بلوغ نرسيدند، فراهم كـرده اسـت. زنوگرافـت يـك 
محيط مناسب شبيه به وضعيت طبيعي در فرد دهنـده 

انتقـال  امـا كندميجنسي فراهم  هايسلولبراي تمايز 
جنسي به يك گونه بيگانـه ريسـك احتمـال  هايلولس

. كنـدميهاي ويروسي يا عوامل مسـري را زيـاد آلودگي
اما انتقـال ؛ هاي اتولوگ وجود ندارداين خطر در گرافت

ريسك عود سرطان را به علت اينكه بافت بيضه  ،اتولوگ
سرطاني باشـد را زيـاد  هايسلولممكن است كه حاوي 

دين روش بـراي حـل ايـن مشـكل بنابراين چن؛ كندمي
مـوفقيتي بـراي  هاآناز  كدامهيچكه  است طراحي شده

ــاليني نداشــتند رغم ريســك يــعل .)10-12( اســتفاده ب
هاي پيونـد سرطاني يا ويروس، تكنيك هايسلولانتقال 

يا گرافت بافت بيضه منجـر بـه تكميـل اسـپرماتوژنز در 
 هايسـلولكشت  .)13( چندين مدل حيواني شده است

بنيـــادي جنســـي و انجـــام اســـپرماتوژنز در شـــرايط 
به منظور دستيابي به اسپرماتوزوا بـالغ بـه آزمايشگاهي 

عنوان يك چالش در تحقيقـات مختلـف مطـرح اسـت. 
از انجام اسپرماتوژنز و توليد اسپرماتيد  اميدبخشينتايج 

بالغ در شرايط آزمايشگاهي حاصـل شـده اسـت كـه بـا 
هاي قادر به توليد بلاستوسـت ،پايين وجود توان باروري

مطالعـات مختلفـي بـر تمـايز كنون تـا .)3( نرمال بودند
اسپرماتوگوني در جوندگان مانند موش و رت  هايسلول

. در اين تحقيق بـا توجـه بـه )14-16( انجام شده است
اسـپرماتوگوني انسـان  هايسـلولاينكه بـر روي تمـايز 

سعي شده با ايجاد  ،استكمي انجام شده ات بسيارمطالع
 هاسـلولشرايط و محيط كشت مناسب توان تمايز ايـن 

جنسي بـالغ در آزمايشـگاه بررسـي شـود.  هايسلولبه 
اسـپرماتوگوني  هايسلولهمچنين با توجه به اينكه كه 

هـاي به ديگر رده هاآنتمايز  ،هستندبنيادي  هايسلول
اشد كه كمكي در راستاي سلول درماني ب تواندميسلول 

 هايسـلولكي اسـتفاده از يمشكلات اخلاقي و ايمونولوژ
در  هاســلولبــا كشــت ايــن  .بنيــادي جنينــي را نــدارد

 هاسـلولتوان تمايز ايـن  ،هاي تمايزي اختصاصيمحيط
  .ه استاستخواني و چربي ارزيابي شد هايسلولبه 

  
  روش كار

بافـت ، ايمداخلـهدر ايـن مطالعـه  تهيه نمونه بافـت:
كـه دچـار مـرگ مغـزي شـده و ي انسان از بيماربيضه 

 بـا وكانديد اهدا عضو بود بـا از رضـايت خـانواده بيمـار 
 تهـران دانشـگاه پزشـكي دانشـكده اخلاق كميته تأييد
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)IR.TUMS.REC1394.1751 ـــينا ـــتان س ) از بيمارس
وابسته به دانشگاه تهـران گرفتـه شـد. بافـت بيضـه در 

درجـه  4و در دمـاي  بيوتيـكآنتيمحيط كشت حاوي 
  به آزمايشگاه منتقل شد. گرادسانتي

از  هاسلول جداسازي بافت بيضه: هايسلولجداسازي 
هاي موجود و با اندكي بافت بيضه بر اساس دستورالعمل

 هايسـلولبراي جداسازي . )18 و 17(اصلاح انجام شد 
رويـي بافـت برداشـته شـد و  كپسـولبافت بيضه ابتـدا 

 Phosphate Buffered)  فسـفات سـالينبافر سپس با 
Saline-PBS)  در شسته شد. بافت بيضـه در دو مرحلـه

هــاي كلاژنــاز تيــپ يــك بــا غلظــت يــك آنزيم حضــور
، هيالورونيداز با غلظت يك ونـيم ليترميليدر  گرمميلي
ــرمميلي ــرميليدر  گ ــك  ليت ــا غلظــت ي ــين ب و تريپس
و  گرادتيسـاندرجه  37در دماي  ليترميليدر  گرمميلي

حاصل از هضم  هايسلولدقيقه هضم شد.  45به مدت 
شـمارش  %4/0آنزيمي با استفاده از محلول تريپان بلـو 

  مشخص شد. هاآن مانيزندهشده و ميزان 
 :بنيــادي اســپرماتوگوني هايســلولكشــت و تكثيــر 

حاصل از هضم بافت بيضه در محـيط كشـت  هايسلول
DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium/Nutrient Mixture F-12, Gibco)  همراه بـا
10% FBS Gibco) Fetal bovine serum, كشت داده (

ـــدند.  ـــراي  24ش ـــه ب ـــس از كشـــت اولي ـــاعت پ س
كــه ديرتــر بــه بســتر كشــت متصــل   SSCsجداســازي

بـا  محيط كشـت رويـي سـلول برداشـته شـد. شوندمي
موجـود در محـيط كشـت رويـي  هايسلولسانتريفيوژ 

شـده بـا  پوشـش دادهجـدا شـدند و در ظـروف كشـت 
كشت داده شدند. محيط كشت اختصاصي  %2/0ژلاتين 

شــامل  هاســلولاســتفاده شــده بــراي رشــد ايــن 
DMEM/F12 ،5%  KSR)KnockOut Serum 

Replacement, Invitrogenاپيـدرمي رشـد ) و فاكتور 
EGF) :(Epidermal growth factor  ــدار ــه مق  20ب

-  (FGFفاكتور رشد فيبروبلاستي ،ليترميلينانوگرم در 
(Fibroblast growth factors  نـانوگرم در  10به مقـدار

-Glial cell) گليـــا از فاكتور رشد مشـــتق ، ليترميلي
derived neurotrophic factor-GDNF)   10به مقـدار 

ـــانوگرم در  ـــرميلين   لوكميا هكنندرمها رفاكتوو  ليت
)LIF -y factorLeukemia inhibitor(  310بـه مقـدار 

به مـدت  SSCsبه منظور تكثير  بود. ليترميليواحد در 

 هفته كشت در محيط كشت اختصاصـي ادامـه يافـت 4
)18(.  

و  Real-time PCRهـاي بـا روشSSCs هويت  تأييد
بيـان  SSCsهفتـه از كشـت  4پـس  :ايمونوسيتوشيمي

ــا روش   PLZFو OCT4 هــاي ژن  Real-time PCRب
با استفاده از ترايـزول و  هاسلول RNAارزيابي شد. كل 

شركت سازنده اسـتخراج شـد. از  دستورالعملبر اساس 
RNA  استخراج شده با استفاده از كيـت سـنتزcDNA 

(Takara)  ســازنده شــركت دســتورالعملو براســاس 
cDNA ـــاخته ـــد س ـــس. ش ـــتخراج از پ  و RNA اس
 Real-timeدستگاه از استفاده با cDNA ، q PCRسنتز

PCR (Applied Bio systems, Foster City, USA) و 
 )SYBR Premix Ex Taq  )Tli RNaseH Plus كيـت
  .)14( شد انجام

ــراي  ــين ب ــدهمچن ــت  تأيي ــتر هوي ــلولبيش  هايس
در سطح  GFRα1و  OCT4هاي اسپرماتوگوني بيان ژن

وش راختصاصـــي و بـــا  هـــايباديآنتيپـــروتئين بـــا 
ايمونوسيتوشيمي بررسـي شـد. پـس از فـيكس كـردن 

 %4/0 تريتوندر   هاسلول %4در پارآفرمالدهيد  هاسلول
 %10در مجاورت سـرم بـز  هاسلولقرار گرفته و سپس 

 37سـاعت و در دمـاي  2به مدت  هاسلولقرار گرفتند. 
اوليــه قــرار  بــاديآنتيدر مجــاورت  گرادســانتيدرجــه 

  PBSبـا  هاسـلولساعت انكوباسيون  2ند. پس از گرفت
سـاعت در مجـاور  3بـه مـدت  هاسـلولشسته شـده و 

ها نمونه سازيآمادهثانويه قرار گرفتند. پس از  باديآنتي
ماركرهـا مشـاهده  تأييدبراي  فلورسنتبا ميكروسكوپ 

  شدند.  
 پس از كشـت و تكثيـر استخواني: هايسلولتمايز به 

SSCs  استخواني  هايسلولبه  هاسلولقابليت تمايز اين
حفـره  6هاي در پليت هاسلولبررسي شد. بدين منظور 

درصـد  10حـاوي   DMEM-F12با محيط كشت پايـه 
FBS  ،ميلي مولار آسكوربيك اسـيد و  2/0، دگزامتازون

ميلي مولار بتا گليسروفسفات قرار گرفتنـد. در ايـن  10
درجـه  37در دمـاي  هفتـه 3مرحله كشـت بـه مـدت 

انجام شـد. در طـول ايـن  CO2در صد  5و  گرادسانتي
مدت هر دو روز يكبار محيط كشت تعويض شد. پس از 

 Alizarin با رنگ آميزي  هاسلولپايان اين دوره تمايز 
red 19( بررسي شد(.  

بـراي رنـگ آميـزي ابتـدا  رنگ آميزي آليزارين قرمز:
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سـپس بـه مـدت  شسته شده و BPSبا محلول  هاسلول
 دقيقه در مجـاورت متـانول خـالص فـيكس شـدند. 10

 درصـد  1فـيكس شـده بـا محلـول رنگـي  هايسـلول
Alizarin red 2درصــد بــه مــدت  25در آب آمــونيكي 

 هاسـلولدقيقه رنگ آميزي شدند. پس از رنگ آميزي، 
  شسته شده و با ميكروسكوپ بررسي شدند. BPSبا 

پـس از كشـت و تكثيـر  چربـي: هايسـلولتمايز بـه 
SSCs  دين بچربي بررسي شد.  هايسلولبه  هاآنتمايز

 DMEM-F12در محـيط كشـت پايـه  هاسـلولمنظور 
 5/0ميكرومولار دگزامتـازون،  FBS، 1درصد  10حاوي 

ميكـرو  100و  methylisobutylxanthineميلي مـولار 
ــين و  ــولار ايندومتاس ــر  10م ــرم ب ــرميليميكروگ  ليت

داده شدند. در اين مرحله كشت به مدت  انسولين كشت
در صــد  5و  گرادســانتيدرجــه  37هفتــه در دمــاي  3

CO2  انجام شد. در طول ايـن مـدت هـر دو روز يكبـار
محيط كشت تعويض شد. پس از پايان ايـن دوره تمـايز 

و  19( بررسـي شـد Oil Redبـا رنـگ آميـزي  هاسلول
20(.  

 هب %4 فرمالين با هاسلول ابتدا :Oil Red آميزي رنگ
 %70 الكـل با آن از پس و شده فيكس ساعت يك مدت
 10-15مدتبه  Oil Red محلول با سپس. شدند شسته

دقيقه رنگ آميزي شدند. در نهايت محلول رنگي خـارج 
ــا الكــل  ــا  هاســلول  %70شــده و پــس از شستشــو ب ب

  ميكروسكوپ بررسي شدند.
بـراي  SSCs جنسـي بـالغ: هايسلولبه SSCs تمايز 

 %2/0حفره پوشيده شده با ژلاتين  6هاي تمايز در پليت
 SFB ،5% %5حاوي  12F-DMEMو در محيط تمايزي 

KSR ،10 ـــرمميلي ـــرميليدر  گ ـــولين،  ليت  410انس
، Eويتامين  ليترميليدر  گرمميلي 10آسكوربيك اسيد، 

-5ميلي مـولار پيـرووات،  1رتينوئيك اسيد،  3/3×7-10

مولار تستوسترون بـه مـدت  FSH، 7-10واحد  5/2×10
كشـت داده شـده  هايسلولهفته كشت داده شدند.  4

ه انكوبـ CO2در صد  5و  گرادسانتيدرجه  37در دماي 
  .)14( شده و يك روز درميان تعويض محيط شدند

ــه  هاســلولبررســي تمــايز  بنيــادي اســپرماتوگوني ب
 Real-time PCRهـاي جنسي بالغ با با روش هايسلول

ــه كشــت و تمــايز  4پــس از و ايمونوسيتوشــيمي:  هفت
SSCs ،RNA  با استفاده از محلول ترايزول  هاسلولاين

مطابق دستورالعمل شركت سازنده استخراج شد. پس از 

هاي استخراج شده با اسـتفاده از RNAاز  cDNAسنتز 
اي مربــوط بــه هــبيــان ژن  Real-time PCRدســتگاه 

و   Boule و SCP3مرحلـــه اسپرماتوســـيت شـــامل 
ــان ژن ــه  همينطــور ســطح بي ــه مرحل ــوط ب ــاي مرب ه

بررسـي شـد.  Cremو  Protamine2اسپرماتيدي شامل 
در سطح  Protamine2و  SCP3 يها همچنين بيان ژن

هاي اختصاصي ارزيابي شد. بـراي  باديآنتيپروتئين با 
فـيكس و  %4در پارآفرمالديـد  هاسلولتدا باين منظور ا

 بـاديآنتيمجـاور  هاسلولپس از آن  شدند. سازيآماده
اوليه قرار گرفتـه و پـس از شستشـو و قـرار گـرفتن در 

ــا ميكروســكوپ فلورســنت  بــاديآنتيمعــرض  ثانويــه ب
  بررسي شدند. 
 وجـود تعيـين بـراي آمـاري محاسـبات ها:آناليز داده

 Real-time PCRدر نتايج حاصـل از  دار معني اختلاف
 آنـاليز روش بـا Graph Pad Prism 6 افـزار نـرم توسط

. گرفت انجام) One way ANOVA( طرفه يك واريانس
 نظر در دار معني >P 05/0 با اختلاف محاسبات، اين در

  .شد گرفته
  

  هايافته
ــوژي  كشــت داده  هايســلولارزيــابي رشــد و مورفول

بافـت بيضـه را  هايسـلولدر صد كمـي از SSCs  شده:
نسـبت  هاسـلول. با توجه به اينكه اين دهندميتشكيل 

ت سوماتيك بافت بيضه ديرتر به بستر كش هايسلولبه 
 24كـه پـس از  هاسـلولكشت مجـدد  شوندميمتصل 

ساعت هنوز به بستر متصل نشده بودنـد فرصـتي بـراي 
فرآهم كرد. پـس  هاسلولجداسازي و خالص سازي اين 

يط كشـت در مح هاسلولهفته از كشت اين  2از حدود 
ــن كلوني اختصاصــي هــاي حاصــل از رشــد و تمــايز اي

يش در بستر كشت به خوبي نمايان بود. بـا افـزا هاسلول
هـا  افـزايش طول دوره كشت تعداد و اندازه ايـن كلوني

هفته از شـروع كشـت ايـن  4يافت به طوري كه پس از 
در بسـتر  هاسـلولتعداد قابل توجه اي از ايـن  هاسلول

  ).1ل كشت بودند (شك
 پـس از بنيادي اسپرماتوگوني: هايسلولهويت  تأييد
هـاي حاصـل از اسـپرماتوگوني، كلوني هايسلولكشت 

ــن  ــد اي ــلولرش ــاي روش هاس و  Real-time PCRه
 Real-timeايمونوسيتوشــيمي ارزيــابي شــدند. در روش 

PCR هاي مربـوط بـه ژن بيان نشان داده شد كه ميزان
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ها بالاست. در اين كلوني OCT4،(PLZFاسپرماتوگوني (
همچنين در روش ايمونوسيتوشيمي نشان داده شد كـه 

 ها هـر دو مـاركر موجود در اين كلوني هايسلولاكثر 
OCT4  وGFRα1  2(شكل  كنندميرا بيان .(  

هفتـه كـه  3در مـدت  استخواني: هايسلولتمايز به 
SSCs در محيط كشت تمايزي كشت داده مي شدند بـا

ميكروسكوپ اينورت بررسي شدند. پس از گذشت يـك 
تغييرات مورفولـوژي  هاسلولفته از كشت تمايزي اين ه

در محيط كشت نمايان شد. رشـد و تكثيـر  هاسلولاين 
در طـول  هاسـلولهاي سلولي حاصل از تمايز ايـن توده

اين دوره تمايز مشهود بود. پس از پايـان دوره تمـايزي 
بـا اسـتفاده از  هاسـلولترشح ماتريكس معدني توسـط 

ارزيابي شـد. نتـايج نشـان از Alizarin red رنگ آميزي 
هـاي سـلولي حضور ماتريكس غنـي از كلسـيم در توده

  ). 3تشكيل شده داد (شكل 

در محـيط SSCsكشـت  چربـي: هايسـلولتمايز بـه 
 3چربـي بـه مـدت  هايسلولكشت تمايزي القا كننده 

 هاسـلولهفته انجام شد. حضور قطرات چربي در داخل 
شد و مشخص شد با افزايش در طول دوره تمايز بررسي 

طول دوره تمايز تعداد اين قطرات افزايش مـي يابـد. در 
قطرات چربـي  Oil Redپايان دوره تمايز با رنگ آميزي 

به رنگ قرمز در آمده و با ميكروسكوپ اينورت مشاهده 
  ).3شدند (شكل 

 هايسـلولبراي تمايز بـه  جنسي: هايسلولتمايز به 
هفتـه  4اسپرماتوگوني به مـدت  هايسلولجنسي بالغ 

در محيط كشت تمايزي كشت داده شدند. پس از پايان 
هـــاي اسپرماتوســـيتي و ايـــن دوره ميـــزان بيـــان ژن

بررسي شـد.  Real-time PCRهاي اسپرماتيدي با روش
عدم بيان ژن هاي تمايزي در  عليرغمدادند نتايج نشان 

SSCs  هاسـلولهفته كشت تمايزي، اين  4اوليه پس از 

  
هفته كشت داده شدند. در طول اين مدت تعداد و انـدازه  4كه به مدت  SSCsعكس تهيه شده با ميكروسكوپ نوري از كلوني هاي حاصل از تكثير  -1شكل 
  ها افرايش يافت.ها حاصل از رشد اين سلولكلوني

  
هـاي اختصاصـي هاي حاصل از تكثير اين سلول ها با آنتي باديكلونيSSCsعكس تهيه شده با ميكروسكوپ فلوروسنت كه به منظور تاييد هويت  -2شكل 

 كنند.شود كه اكثر سلول هاي واقع در كلوني هر دو ماركر را بيان ميبا روش ايمونوسيتوشيمي ارزيابي شدند. مشاهده مي GFRα1و   PLZFهايضد ماركر
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در هـر دو  را هاي تمـايزيميزان معني داري از بيان ژن
 ≥ P( ندمرحلـه اسپرماتوسـيتي و اسـپرماتيدي داشـت

همچنـين ارزيـابي ايمونوسيتوشـيمي  ).5(شكل  )0.01
هـاي ميـوزي و پـس از ميـوزي را بعـد از دوره بيان ژن

  ).4كرد (شكل  تأييدتمايز در سطح پروتئين 

  گيريبحث و نتيجه
ـــت  ـــرايط  SSCsكش ـــپرماتوژنز در ش ـــام اس و انج

آزمايشگاهي به منظور دستيابي به اسپرماتوزوا بـالغ بـه 
عنوان يك چالش در تحقيقـات مختلـف مطـرح اسـت. 

از انجام اسپرماتوژنز و توليد اسپرماتيد  اميدبخشينتايج 

  
رنگ قرمز نشـانگر تمـايز بـه  ،Alizarin red به سلول هاي استخواني و چربي. رنگ آميزيSSCsعكس تهيه شده با ميكروسكوپ نوري از تمايز  -3شكل 

  . (B)هاي قرمز رنگ نشان دهنده تمايز به چربي است، وجود واكوئلOil Red. رنگ آميزي (A)استخوان و ماتريكس خارج سلولي غني از كلسيم است 
  

  
هـاي اختصاصـي بـراي مـاركر ها بـا آنتـي باديتمـايز ايـن سـلول SSCsهفته كشت تمايزي  4عكس تهيه شده با ميكروسكوپ فلوروسنت، پس از  -4شكل 

هـاي ماركرهاي اسـپرماتوگوني با روش ايمونوسيتوشيمي بررسي شد. مشاهده مي شود كه سلول(Protamine2)  و ماركر اسپرماتيدي (SCP3)اسپرماتوسيتي 
  اند.هر دو مرحله را بيان كرده

 
هاي و سـلول (SSCs)هاي اسـپرماتوگوني اوليـه بـين سـلولReal-time PCR ي در مراحل مختلف اسپرماتوژنز با اسـتفاده از هاميزان بيان ژن -5شكل 

  ).≥ 01/0P(داري است زي به ميزان معنيهاي تمايزي پس از كشت تمايهفته كشت تمايزي. بيان ژن 4اسپرماتوگوني تمايز يافته پس از 
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بالغ در شرايط آزمايشگاهي حاصـل شـده اسـت كـه بـا 
هاي وجود توان باروري پايين قادر به توليـد بلاستوسـت

. در بيماراني كه به علل مختلـف ماننـد )3(نرمال بودند 
هاي راديـوتراپي و شـيمي بيماراني كه بايد تحت درمان

درماني قرار بگيرند و يا افراد آزو اسپرمي كه دچار توقف 
بلوغ در مرحله اسپرماتيد گرد هستند كشـت و در روند 

بـه  توانـدميدر آزمايشـگاه  سـازاسپرم هايسـلولبلوغ 
 . لي و)2(عنوان يك راهكار مناسب درماني مطرح باشد 

ــين همكــارانش  اســپرماتوژنز مــورد در را هــاگزارش اول
 از حاصـل سـلولي سوسپانسـيون هـاآن. كردنـد منتشر
 يهاكپسول در را روزه سه موش بيضه بافت يمآنز هضم

 توانسـتند و دادند كشت هفته 14 مدت براي آلژينات از
 و لـي هـو .)21( بياورنـد دسـت بـه پلوئيدهاهايسـلول

 روزه هفت نابالغ يهاموش در را اسپرماتوژنز همكارانش
 و, دادنــد قــرار مطالعــه مــورد كــلاژن از ماتريكســي در

 و سـاتو .)14( كردنـد اسـتخراج را اسپرماتيد هايسلول
 بـه را روزه چند موش بيضه بافت از قطعاتي همكارانش

 و دادند كشت گاز و مايع بين فازي يك در ماه دو مدت
 از اسـتفاده بـا كه كنند توليد بالغ اسپرماتوزوا توانستند

 . )22( شد نوزاد توليد به منجر باروري كمك يهاروش
 حاصـل سلولي سوسپانسيونهمكارانش  و استوكنبورگ

 دادنـد كشت ماه يك مدت به بيضه، بافت آنزيم هضم از
ــالغ يهااســپرماتيد توانســتند و  . در)23( كننــد جــدا ب

 توانســـتند همكـــارانش و الحيجـــا ديگـــري مطالعـــه
كننـد  توليد تني برون محيط در موشي بالغ اسپرماتوزوا

 مـوش از را SSC هايسـلولهمكـاران  و . كروجي)24(
 PLLA روي بـر را هاسلول اين سپس. كردند جدا نابالغ
 هـايكلوني تعـداد كه كردند مشاهده هاآن. دادند تكثير

ــل ــت از حاص ــلول كش ــپرماتوگوني هايس ــر اس  روي ب
با توجه به اينكه بـر  .)25(است  داشته افزايش اسكافولد

انسان مطالعـات خيلـي كمـي انجـام  SSCsروي تمايز 
شده است در اين مطالعه سـعي شـد بـا ايجـاد شـرايط 

جنسي در  هايسلولبه  هاسلولمناسب توان تمايز اين 
در  SSCsهفته كشت  4آزمايشگاه ارزيابي شود. پس از 

نشـان داد  Real-time PCR محيط كشت تمايزي نتايج
و  ژن هــاي تمــايزي در هــر دو مرحلــه اسپرماتوســيتي

ــان مي ــي داري بي ــزان معن ــه مي ــپرماتيدي ب ــونداس  ش
)01/0P≤(ها در سـطح پـروتئين بـا روش . بيان اين ژن

عليـرغم اينكـه نقـش  شـد. تأييدايمونوسيتوشيمي نيز 

بنيادي جنسي انجام گامتوژنر و توليـد  هايسلولاصلي 
جنسي است، اما شواهد مختلفي مانند وجود  هايسلول
و  هاسـلولها كه حاوي انـواع گنادهاي تراتوما در تومور
بـه ديگـر  هاسلولهاست نشان از توان تمايزي اين بافت

ــا مي ــت ه ــد باف ــان )26(ده ــات نش ــدمي. تحقيق  دهن
مي توانند خاصيت چنـد  OCT4بيان كننده  هايسلول

. بنابراين بـا توجـه )28 و 27(تواني از خود نشان دهند 
قادرنــد ايــن  هاســلول، ايــن SSCsدر  OCT4بــه بيــان 

 تمايزي ويژگي را نشان دهند. در مطالعات مختلف توان
SSCs گونـاگون هايگونـه در سـلولي هايرده ديگر به 

تاجيـك و همكـارانش  مورد بررسي قـرار گرفتـه اسـت.
اسـتخواني تمـايز  هايسـلولگاو را بـه  SSCsتوانستند 

گرفتـه SSCs وانگ و همكارنش توانسـتند  .)29(دهند 
نـوروني و چربـي تمـايز  هايسـلولرا بـه  شده از خوك

 از شـده گرفتـهSSCs  تمـايزي . نگوين توان)20(دهند 
 بررسـي اسـتخوان و چربـي هايسـلول به جوجه جنين
 بـه تمـايز تـوان هاسلول اين كه كردند مشاهده و كرده
 SSCs تمـايزي توان  .)19(دارند  را سلولي هايرده اين
 مناسـب جـايگزين يك عنوان به ها بافت بازسازي براي
 بنيـادي هايسلول ايمونولوژيكي و اخلاقي مشكلات كه

 SSCsدر اين تحقيق . است اهميت حائز ندارد را جنيني
ــس از  ــاني پ ــايزي  3انس ــيط تم ــت در مح ــه كش هفت

چربـي و اسـتخواني تمـايز پيـدا  هايسلولتوانستند به 
كنند. نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد با توجـه بـه 

در  هاسـلولانساني مي توان از اين  SSCsتمايزي  توان
درمان برخي از ناباروري مردانـه و همچنـين در زمينـه 

  سلول درماني و پزشكي ترميمي استفاده كرد. 
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