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Abstract 
Objective: It is hypothesized that stem cells have the capability to form tumors after 
transplantation. Spermatogonial stem cells have proliferation potency and colonization 
ability related to express pluripotency genes such as c-Myc. The primary aim of this study 
is to investigate tumorigenicity ability of these cells after in vitro cultivation and 
inoculation in athymic animals.  
Methods: Spermatogonial stem cells from 3-5 day-old neonatal mice testes (NMRI) were 
cultured following two-step enzymatic digestion. After one month of culturing the 
spermatogonial stem cells, the obtained colonies were identified by Oct4 and PLZF 
markers. Expressions of Nanog, Oct4 and c-Myc pluripotency genes were subsequently 
studied. We subcutaneously inoculated 5 x 106 cells into athymic mice and assessed 
tumor formation after 8 weeks. Mouse embryonic stem cells (CCE line) were used as the 
positive control. Generated tumors were measured by a caliper.  
Results: The colonies expressed Oct4 and PLZF proteins. Ratio of pluripotency gene 
expressions in these cells compared to embryonic stem cells significantly decreased 
(P≤0.05). Mouse embryonic stem cells formed tumors however the spermatogonial 
colonies did not form any tumors.  
Conclusion: Mouse spermatogonial stem cells in comparison with embryonic stem cells are 
not capable of forming tumors in vivo. We have observed that the tumorigenic ability of these 
cells decreased significantly with down regulation of pluripotency gene expressions, 
particularly c-Myc. However, this study should be reassessed by using human tissue samples. 
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  16/02/93 :پذيرش مقاله  19/11/92 :دريافت مقاله

  چكيده
ماتوگوني هاي بنيادي اسـپر  سلول. هاي بنيادي پس از پيوند، قابليت تومورزايي دارند اين فرضيه وجود دارد كه سلول :هدف

است؛ بنـابراين   c-Mycهاي پرتواني نظير ژن  سري از ژن زايي بوده كه مربوط به بيان يك داراي قابليت تكثيري بالا و كلوني
هاي بنيادي اسپرماتوگوني بعد از كشت در آزمايشگاه و پيونـد بـه    زايي سلول هدف اصلي اين تحقيق بررسي قابليت تومور

 .بوده استحيوانات با نقص سيستم ايمني 
پـس از دو مرحلـه    NMRIروزه نـر نـژاد    5- 3هاي بنيادي اسپرماتوگوني حاصل از بافت بيضه مـوش   سلول :ها مواد و روش

دسـت آمـده بـا     هـاي بـه   مدت يك ماه، كلوني هاي بنيادي اسپرماتوگوني به پس از كشت سلول. هضم آنزيمي، كشت داده شدند
تعـداد  . بررسي شد c-Mycو  Oct-4 ،Nanogهاي پرتواني  سپس بيان ژن. اهيت شدندتعيين م Plzfو  Oct4استفاده از نشانگر 

هـا از نظـر    هفته محـل پيونـد سـلول    8صورت زير پوستي به موش با نقص سيستم ايمني پيوند و پس از  ها به از سلول 5× 106
وجود آمده بـا   هاي به تومور. استفاده شدندعنوان كنترل مثبت،  به CCEهاي بنيادي موشي رده  سلول. ايجاد تومور ارزيابي شدند

  . گيري شد كوليس اندازه
هـاي   ها بـه نسـبت سـلول    هاي پرتواني در اين سلول ميزان بيان ژن. را بيان كردند PLZFو  Oct-4ها پروتئين  كلوني :نتايج

هـاي   نمودنـد ولـي كلـوني   هـاي بنيـادي جنينـي موشـي تومـور ايجـاد        سـلول . تر بود داري پايين طور معني بنيادي جنيني به
  .اسپرماتوگوني قادر به ايجاد تومور نبودند

هاي بنيادي جنيني قـادر بـه ايجـاد تومـور در بـدن       هاي بنيادي اسپرماتوگوني موشي در مقايسه با سلول سلول :گيري نتيجه
داري كاهش يافتـه   طور معني به ها قابليت تومورزايي اين سلول c-Mycويژه ژن  هاي پرتوان به به دليل بيان پايين ژن. نيستند
  . با اين حال مطالعه در مورد نمونه انساني نيز بايد بررسي شود. است

  
  زايي، ناباروري، پيوند هاي بنيادي اسپرماتوگوني، تومور سلول :كليدواژگان
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  هاي بنيادي اسپرماتوگوني بررسي تومورزايي سلول
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  مقدمه
 يك توليد براي راهي ايجاد ،ناباروري موارد آمار افزايش با
 درمــان و تحقيقــات انجــام بــراي يجنســ هــاي ســلول از منبــع

 ناباروري موارد از مورد يك در. ]1[ است ارزش با بسيار ناباروري
 Sertoli-Cell-only Syndrome عنــوان تحــت كــه مردانــه

)Germinal Cell Aplasia (هـاي  سـلول  تنهـا  شود، مي ناميده 
 ايـن . انـد  گرفته قرار ساز مني هاي لوله پايه غشاي روي سرتولي

 مـايع  در اسـپرم  فاقـد  و بوده )Azoospermia(واسپرم آز افراد
 گشاي راه تواند مي افراد اين در زايا هاي سلول پيوند. هستند مني

 در اسپرم ايجاد منظور به. ]2[ باشد مشكل اين درمان براي مناسبي
 هاي لوله پايه يغشا بر واقع اسپرماتوگوني بنيادي هاي سلول بدن،
ــي ــاز، من ــي س ــدآفر ط ــپرما ين  و )Spermatogenesis( توژنزاس

 ايـن . يابنـد  مي تمايز و تكثير ،)Spermiogenesis( اسپرميوژنز
 داشـته  پرتواني خاصيت بنيادي هاي سلول ساير همانند ها سلول

ــادر و ــه ق ــان ب ــتند Oct4 ژن بي ــن. ]4، 3[ هس ــئول ژن اي  مس
. ]3[ اسـت  بنيـادي  هـاي  سـلول  در پرتـواني  خاصيت نگهداري

 مرحلـه  تـا  زايـا  هاي سلول مختلف هاي رده تا ژن اين؛ علاوه به
 طريـق  از هـا  سـلول  پرتـواني  حالـت . شـود  مي بيان ميوز از قبل

 Nanog ،Klf-4 ،Sox-2 ،c-Myc نظيـر  ديگري هاي ژن فعاليت
 و Nanog ژن هـا،  ژن از گـروه  اين از. ]4[ گيرد مي صورت نيز

Sox-2 از قبـل  مرحله تا زايا هاي سلول مختلف هاي رده در هم 
 ايـن  ،محققـين  هـاي  گـزارش  به توجه با. ]3[ شود مي بيان ميوز
 شـده  بنيادي هاي سلول بالاي سازي خود به منجر ها ژن از گروه

. باشـد  داشـته  مثبت ييالقا اثر ها ژن ساير بر تواند مي كدام هر و
 ژن بنيـادي،  هـاي  سلول پرتواني حالت با مرتبط هاي ژن بين در

c-Myc هاي سلول در طبيعي حالت در ژن اين شود مي ديده نيز 
 و هـا  سلول بالاي تكثير طي ولي داردي ا شده ميتنظ بيان بنيادي
 شده تحريك ژن اين بيان رشد، هاي محرك سري يك از استفاده

 حالـت  در مربوط ژن يا c-Myc پروتئين. ]5[ يابد مي افزايش و
 انانس ـ در هـا  سرطان از مختلفي انواع به منجر تواند مي بالا بيان
 سرطان درصد 80 كه دهد مي نشان آمده دست به آمارهاي. دشو

 دسـتگاه  سـرطان  درصـد  90 كولـون،  سرطان درصد 70 پستان،

 از مختلفـي  انـواع  و كبـدي  هـاي  بـدخيمي  درصـد  50 تناسلي،
. ]5[ دهـد  مـي  رخ ژن ايـن  بالاي بيان دليل به خوني هاي تومور
 ـ تحـت  طبيعـي  هـاي  سلول در c-Myc ژن بيان  هـاي  امپي ـ ثيرأت

 و سلولي خارج ماتريكس هاي تماس رشد، عوامل نظير خارجي
. ]5[ شود مي تنظيم سلولي چرخه نظير سلولي داخلي ساعت نيز
 نـوين  هاي روش از استفاده به نياز درماني هاي روش پيشرفت با
 راسـتا  ايـن  در. رسـد  مـي  نظـر  به لازم ها بيماري انواع درمان در

 اسـت  گرفتـه  صـورت  ناباروري ندرما زمينه در نيز ييها تلاش
]6-8[ .  

 هاي سلول در c-Myc ژن بيان ميزان بررسي مطالعه اين در
 مـدنظر  آزمايشـگاه  محـيط  در شـده  تكثير اسپرماتوگوني بنيادي
 در هـا  سـلول  ايـن  بـودن  تومـورزا  احتمـال  علاوه به. است بوده
 نتـايج  .اسـت  شـده  ارزيـابي  ايمنـي  سيسـتم  نقص با هاي موش
 بيمـاران  درمـان  مسـير  از بخشـي  توانـد  مي مطالعه اين از حاصل
 بـه  توجه با. سازد هموار را بنيادي هاي سلول از استفاده با نابارور
 ايجـاد  احتمـال  هـا،  ژن از گروه اين براي شده هيارا انكوژني نقش
 بنيادي هاي سلول ساير نظير نيز بنيادي زاياي هاي سلول در تومور
 عنـوان  بـه  امـروز  به تا مسئله اين زا نگراني رو اين از. دارد وجود
 و هـا  سـلول  ايـن  از بـاليني  استفاده راه سر بر مهم عوامل از يكي
   .است مانده باقي همچنان آزواسپرمي موارد درمان براي

  

  ها روش و مواد
  ياسپرماتوگون ياديبن يها سلول يجداساز
 ـيح در NMRI نژاد ماده و نري ها موش  بيمارسـتان  ةوانخان

ــام . شــدندي نگهــدار مناســب طيشــرا تحــت) ره( خمينــي ام
 اسـتفاده  هـا،  سـلول ي جداسازبراي  روزه 5-3 نوزادي ها موش
 المللـي  بـين  اصـول  اساس بر حيوانات با كار مراحل تمام. ندشد

   ،يجداسـاز  بـار  هري برا. گرفت انجام حيوانات حقوق رعايت
 بــه ضــهيب اسـتخراج  منظــور بـه  نــر نــوزاد مـوش  ســر 12 تـا  8

 و شـده  استخراج قهيدق 10ي ط ها ضهيب. شدند منتقل شگاهيآزما
ــار يــك از بعــد  DMEM كشــت طيمحــ در شــو و شســت ب

)Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Gibco ،
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 و همكاران مهناز حدادي
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 ضـه يب كپسـول  د،يجد طيمح در و شده عوض آن طيمح ،)آمريكا
   .شد داده برش كوچك قطعات به زين ضهيب سپس. شد داده برش

 در شـده  خـرد ي هـا  ضـه يب آنزيمـي،  هضم مرحله اولين در
ــ ــاو كشـــت طيمحـ ــزي حـ ــا ميآنـ ــازي هـ ــپاز/ كلاژنـ  ديسـ

)Collagenase/Dispase( 5/0 تريپسين ليتر، ميلي بر گرم ميلي 
 ليتـر  ميلـي  بر گرم ميلي DNase 5/0 و ليتر ميلي بر گرم ميلي 5/0
 قـرار  بـود،  شـده  تهيـه ) آلمـان ( Sigma شـركت  از همگـي  كه

 ـ به سپس گرفتند،  و منتقـل  ليتـري  ميلـي  15 فـالكون  لولـه  كي
. شـدند  انكوبه گراد، يسانت درجه 37ي دما در قهيدق 10 مدت به

ي هـا  لوله قطعات و ها سلولي حاو طيمح ون،يانكوباس از پس
 g300  سـرعت  بـا  قـه يدق 1 مـدت  به بار هر و بار 3 ساز، يمن

 ـ طيمح فوژيسانتر بار هر از بعد. شد فوژيسانتر  رسـوب ي لااب
 ـا. دش ـ نيگزيجـا  تازه كشت طيمح اب لوله ته  باعـث  كـار  ني

 قطعات ادامه در. شود يم ضهيب قطعات ازي نينابيب بافت حذف
 بودي ميآنز هضم از مرحله نياول حاصل كه ساز يمني ها لوله
  .شدي ميآنز هضم دوم مرحله وارد

 از هـا  سـلول  شـدن  جدا براي آنزيمي، هضم دوم مرحله در
 شـده  استفاده طيمح مشابهي طيمح در ساز، يمني ها لوله قطعات

 گـراد  يسانت درجه 37ي دما در قهيدق 15 مدت به اول، مرحله در
 فوژيسـانتر  قهيدق 1 مدت به g30  سرعت با سپس. شدند انكوبه
 سـاز  يمني ها لوله ةنشد هضم قطعات فوژ،يسانتر از پس. شدند

 و گريهمـد  از شـده  جـدا ي هـا  سلول و كرد رسوب لوله ته در
. گرفتنـد  قرار رسوب بالاي قيتعل دري سلول تجمعات ازي بعض

 عبـور  ميكرومتـري  70ي لونيناي ها لتريف از قيتعليي بالا قسمت
 موجـود  منفردي ها سلول از موجودي سلول تجمعات تا شد داده
 سـرم  حـاوي  تازه طيمح حاصل، قيتعل به. شوند جدا قيتعل در

FBS )Fetal Bovine Serum) (Sigmaشـد  اضـافه  )، آلمان .
 وي سـرتول ي ها سلول( سلول نوع 2ي حاو اغلب حاصل قيتعل

 وي اسـپرماتوگون ي ادي ـبني هـا  سلول تعداد. بود) ياسپرماتوگون
 اتيح درصد همزمان. شد شمارش نئوبار، لام كمك بهي سرتول
) Trypan blue( بلـو  پـان يتر 04/0 محلـول  كمـك  به ها سلول

)Merkشدي ابيارز) ، آلمان.  

 يتماه ييدأمنظور ت به يميتوشيسمنويا يها آزمون
  ياسپرماتوگون ياديبن يها سلول
   از قبـل ي اسـپرماتوگون ي ادي ـبني هـا  سـلول  تي ـماه نييتع
 لهيوس ـ بـه  ايمنـي،  سيسـتم  نقـص  بـا  مـوش  بـه  ها سلول پيوند
 PLZFي اختصاص ـ نشـانگر ي بـرا ي ميتوش ـيمنوسياي زيآم رنگ

)Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger (نشــانگر و 
  :دشدني ابيارز Oct4 توانيپر

 دسـتورالعمل  اسـاس  بر PLZFي ميستوشيمنوهياي زيآم رنگ
 صـورت  بـه  و )Santa Cruz Biotechnology( سازنده ةكارخان

 بـار  سـه  ،شـده  كشـت  لاملي روي ها يكلون ابتدا. شد انجام ريز
 ثبـوت  بـراي . شـدند  شستشـو  فسـفات  بـافر  در قهيدق 5 مدت به
 دنبـال ه ب. گرفتند قرار درصد 4 دييرمالدپاراف در قهيدق 20 مدت به
 مرحلـه . شـد  انجـام  قـه يدق 5 مدت به فسفات بافر در شستشو آن

   مـدت  بـه ) ، آمريكـا Sigma(درصـد   10 بـز  سـرم  دري مهارساز
 بـه  سـپس . شـد  انجـام  گـراد  يسـانت  درجه 37ي دما در قهيدق 30
 و )، آلمـان PLZF )Abcam ضدي موش هياولي باد يآنت ها، يكلون

Oct4 )Abcamمـدت  بـه  و شـد  اضافه درصد 1 رقت با) ، آلمان 
 .شدندي نگهدار گراد يسانت درجه 4ي دما در ساعت 24

 هربـار  فسـفات  بـافر  با شستشو بار سه و مرحله نيا از بعد
ي بـاد  يآنت ـ بـا  سـاعت  2 مدت به ها نمونهي رو قه،يدق 5 مدت به

) Goat FITC-conjugated anti Rabbit IgG( هيــثانو
)Sigmaاتـاق ي دمـا  وي كيتار در درصد 1 غلظت با )، آمريكا 

 فسفات سروليگل چسب با ها نمونه شستشو از پس. شد دهيپوش
 كروسـكوپ يم كمـك  بـه  شده رنگي ها نمونه از. شد چسبانده

  .شدي عكسبردار رسنتئوفلو
  

 ـبن يهـا  سلول يپرتوان يها ژن انيب يبررس  يادي
  Real-Time PCR به روش ياسپرماتوگون

-Nanog ،cي هـا  ژن انيب دييأت براي RT-qPCR شرو از

Myc و Oct 4 صورت به ـاي بـرا . شد استفادهي كم   منظـور  ني
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 هــاي ســلول كــل RNA ازول،يــك محلــول از اســتفاده بــا ابتــدا
 از اسـتفاده  با كياژن پروتكل طبق پيوند، از قبل شده آوري جمع

 DNA بـا ي آلـودگ  از نـان ياطم بـراي  و شـد  اسـتخراج  كيازول
 قـرار  )، آمريكـا DNase I )Fermentas معـرض  در ك،ي ـژنوم

 دسـتگاه  بـا  شـده  اسـتخراج ي هـا  RNA تيفيك سپس. گرفت
 بـراي . شـد ي ابيارز) ، آلمانDPI-1 ،Qiagen(ي اسپكترفتومتر

 Primer( Oligo dt(آغــازگر  ازي ا رشــته تــك cDNA هيــته
)MWG-Biotechمعكــوسي بــردار نســخه ميآنــز و )، آلمــان 
)Fermentasهر. استفاده شد مربوط پروتكل اساس بر )كا، آمري 

 PCR master mix )Applied از اسـتفاده  بـا  PCR واكـنش 

Biosystemsو) ، آمريكا SYBER Green دسـتگاه  در ABI 

Step One )Applied Biosystems, Sequences Detection 

Systems. Focter City, CA (سـازنده  شـركت  پروتكل طبق 
ي اختصاص ـ معكـوس  و شـرو يپي رهازگآغاي توال. گرفت انجام
ي تـوال  و مرجـع  ژن عنوان به )β-actin( اكتين -بتا يها ژني برا

 شـده  هيارا 1 جدول در مطالعه نيا در استفاده موردي هاآغازگر
 نظـر  در Real-Time PCR بـار  هـر ي بـرا  چرخـه  40. اسـت 
ي برا گراد يسانت درجه 94 شامل چرخه هري دماها و شد گرفته

   و هيـــثان 30ي بـــرا گـــراد يســـانت درجـــه 60-58 ه،يـــثان 20
ذوب  نمـودار . شـد  ميتنظ ـ هي ـثان 30ي برا گراد يسانت درجه 72

)Melting( ي ها واكنش درستيي بررس برايPCR و شد انجام 
 بـه  واكـنش  از بـار  هـر  در و ژن هري براي اختصاص صورت به

 هـر  دري آلـودگ  وجـود ي بررس برايي منف كنترل نمودار همراه
  . گرديد تفادهاس واكنش

  
 آغازگرهاي استفاده شده در اين مطالعه 1جدول 

  
 )گراد درجه سانتي(دماي ذوب  كد بانك ژن توالي آغازگر ژن

β-actin FOR: 5΄- TCCCTGGAGAAGAGCTACG- 3΄
REV: 5΄- GTAGTTTCGTGGATGCCACA- 3΄ NM_001101 2/79 

Oct-4/Pou5F1 FOR: 5'- AGCACGAGTGGAAAGCAAC -3'
REV: 5'-AGATGGTGGTCTGGCTGAAC-3' NM_013633 73 

Nanog FOR: 5'-CTGGGAACGCCTCATCAA-3'
REV: 5'-CGCATCTTCTGCTTCCTGG-3' ABO93574 4/75 

c-Myc/Myc FOR: 5'-CCCTCAGTGGTCTTTCCCTAC-3'
REV: 5'-CCACAGACACCACATCAATTTC-3' NM_010849 9/78 

  
 ـا دري بررس موردي ها ژن انيب نسبت  روش بـا  العـه مط ني

 ـارز )Thereshold Cycle: CT( آسـتانه  چرخهي ا سهيمقا ي ابي
   و ∆∆CTي هـا  فرمـول  در هـا  داده دادن قـرار  از استفاده با. شد

2-∆∆CT شـد  سـنجيده  مرجع ژن نسبت به هدف ژن انيب زانيم .
-One( طرفـه  يك انسيوار زيآنال آزمون با ها دادهي آمار ليتحل

way Analysis of Variance: ANOVA( آن دنبـال  بـه  و 
 سـطح  دري دار يمعن ـ وي بررس ـ بـراي  )Tukey( توكي آزمون

05/0P≤ شد انجام.  
  

  ياسپرماتوگون بنيادي هاي سلولي يتومورزا ارزيابي
 بنيـادي  هـاي  سـلول  ييتومـورزا  احتمـال  بررسـي  منظـور  به

 درمـان  در درمـاني  سـلول  منظـور  بـه  پيوند از پسي اسپرماتوگون

 بـه  اسـپرماتوگوني  بنيـادي ي هـا  سـلول  ردانـه، م علت با ناباروري
 هـاي  مـوش . شـدند  زده پيونـد  ايمنـي  سيستم نقص با هاي موش
 فاقـد  و Balb/C نـژاد  از و هفته 8- 6 بالغ نري همگ بررسي مورد

 يـك  گذشـت  از پـس  يافته تكثير هاي سلول. بودند ايمني سيستم
 شــامل كــه شــدند تزريــق گــروه 2 در جداســازي، زمــان از مــاه

 و مثبـت  كنتـرل  گـروه  عنـوان  بـه ي موش جنيني بنيادي هاي سلول
 5 گـروه  هـر  در. بودنـد  شـده ي جداساز زاياي بنيادي هاي سلول
 از پـس  مطالعـه  از بخـش  ايـن  در. شـد  زده پيوند جداگانه نمونه

ــت ــه 8- 6 گذش ــد از هفت ــر پيون ــدي زي ــليم 5 جل  200 در وني
 بـه  موشـي  جنـين  بنيـادي  هـاي  سـلول  از كشت محيط ميكروليتر

 ناحيـه  ايمنـي،  سيسـتم  نقـص  بـا  موش پهلوي ناحيه چپ سمت
 هاي بررسي براي شده ايجاد تومور از و دش جراحي بررسي مورد
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 بـه  نيـز  اسـپرماتوگوني  بنيـادي  هاي سلول. دش تهيه لام يژپاتولو
  .شدند پيوند موش همان راست سمت در و مقدار همين
  

  نتايج
  ها سلول يجداساز
 قي ـتعل هـا،  سـلول ي داسـاز ج از تـه فه يك گذشت از پس

ي اسـپرماتوگون ي ادي ـبني ها سلول وجود ليدل به حاصلي سلول
 ـا. نمودي كلون جاديا آن، در ي دارا و گـرد  نسـبتاً  هـا  يكلـون  ني

ي كلـون  در هـا  آني سلول حدود نيهمچن. بودندي مشخص حدود
 ـا تي ـماه). 1 شكل( بود صيتشخ قابل  روش بـه  هـا  سـلول  ني

  .شد دييأت )Immunohistochemistry( يميستوشيمنوهيا
  

 
  

هاي بنيادي اسپرماتوگوني يك هفته پـس از جداسـازي    كلوني سلول 1شكل 
هـاي   صورت كلوني درآمـده و روي سـلول   هاي تجمع يافته به سلول ها؛ سلول

  .سرتولي پشتيبان خود اتصال دارند
  

 يها سلول يبرا PLZF و Oct4نشانگر  يبررس
  ياسپرماتوگون ياديبن

ــرا ــانياطم لحصــوي ب ــماه از ن ــلول تي ــا س ــبني ه ي ادي
 PLZF و Oct4ي نشـانگرها  از شده،ي جداسازي اسپرماتوگون

 ـا از حاصـل  جينتـا . شـد  استفاده  كـه  داد نشـان  هـا  يبررس ـ ني
ــانگر ــا نش ــه PLZF و Oct4ي ه ــور ب ــارز ط  در مشــخص و ب
 تيماه جهينت در و شود مي انيبي اسپرماتوگوني اديبني ها سلول

  .)2 شكل( شد تيتثب ها سلول نيا
  

 ،Oct4ي پرتـوان ي اختصاصي ها ژن انيب زانيمي بررس
Nanog و c-Myc ياسپرماتوگوني اديبني ها سلول در  

ــرات ــان تغيي ــا نژ بي ــوان يه ــبني هــا ســلول دري پرت ي ادي
 از بخـش  نيا در آمده دست به جينتا. شدي بررس ياسپرماتوگون

  .است شده داده نشان 3 شكل در مطالعه
  

  ياسپرماتوگون بنيادي هاي سلولي يورزاتوم ارزيابي
 پيونـد  از هفته 8-6 گذشت از پس مطالعه از بخش اين در
ــر ــدي زي ــر 200 در 5000000 جل ــيط ميكروليت  از كشــت مح
 پهلـوي  ناحيـه  چـپ  سـمت  بـه  موشي جنين بنيادي هاي سلول
 1×2×2 ابعـاد  بـه  تومورهـايي  ،ايمنـي  سيسـتم  نقـص  بـا  موش
 ـ نتـايج . شـد  مشـاهده  متر ميلي  را تومـور  وجـود  نيـز  اتولوژيپ
  ).4 شكل( نمود يدأيتي ظاهر صورت به

 درگــروه تومــور، نهفتگــي دوره از روز 47 گذشــت از پــس
 در. نشـد  مشـاهده  تومـوري  ،ياسـپرماتوگون ي ادي ـبن هـاي  سلول
 بنيـادي  هـاي  سلول از حاصل شده ايجاد تومور بافتي هاي بررسي
هـاي   رده ايجـاد  هب قادر ها سلول اين كه شد مشاهده موشي جنين

 بـه  كـه  ييهـا  سلول وجود اين با ؛نيستند )تراتوما( مختلف سلولي
ــمت ــدخيمي س ــي) Bizarre Calls( ب ــد م ــق رفتن ــر طب  نظ

چندشـكلي   هسته داراي هاي سلول اين. شد مشاهده پاتولوژيست
 مـذكور  هـاي  سـلول . بودند يكديگر به سلول چند اتصال از ناشي

 معرفـي  آينـده  در تومـور  ايجـاد  نفـع  به و بد آگهي پيش عنوان به
 هـاي  سـلول  پيونـد  از حاصـل  شـده  ايجاد تومور مركز در. شدند
 هـاي  سـلول  از برخـي  در و مشـاهده  بـافتي  نكـروز  جنين بنيادي
 نكـروز  نشانگر ها سلول آلود كف و پريده رنگ نماي نيز محيطي
 منظـور  بـه  شـده  انجـام  هـاي  بررسي). ب تصوير( بودند ها سلول
 يـك  هيچ كه داد نشان )Metastasis( متاستاز از شواهدي حضور

ي رجلـد يز هيناح ازي بخش تنها و نبوده درگير داخلي هاي نداما از
 گونـه  هـيچ  و داد نشـان  خـود  از را ها سلول در رييتغ قيتزر محل
  ).4 شكل( است نداشته زيرين هاي بافت به اندازي دست
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 نمونـه  ؛آزمايشـگاه  در ها سلول اين كشت از ماه يك گذشت از پسي اسپرماتوگوني اديبني ها سلول در) ب شكل( PLZF و) الف شكل( Oct4 نشانگري بررس 2 شكل
 منفي كنترل عنوان به ه شكل و Oct4 پروتئين براي مثيت كنترل عنوان به) ج شكل( جنيني بنيادي هاي سلول و) د شكل( PLZF نشانگر مثبت كنترل عنوان به بيضه بافت
  .است شده گرفته× 400 و× 200 ،×100 هاي يينما درشت با تصاوير. است شده آميزي رنگ DAPI رنگ با ها سلول هسته. شد گرفته نظر در

  

  
  

نمـودار  . ر گرفتـه شـده اسـت   در نظ ـ گروه كنترل مثبـت عنوان  هاي بنيادي جنيني موشي به هاي بنيادي اسپرماتوگوني؛ سلول هاي پرتواني در سلول بيان نسبي ژن 3شكل 
دار در  تفـاوت معنـي  . * در نظر گرفته شده است ژن مرجععنوان  ژن بتا اكتين به. براي هر نمونه سه تكرار انجام شده است. حاصل ميانگين به همراه انحراف معيار است

  .دهد هاي مورد بررسي نشان مي را در مقايسه با گروه كنترل مثبت در هر كدام از ژن ≥05/0Pسطح 
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عنوان كنترل مثبت در تشـكيل   به) د-الف(هاي بنيادي اسپرماتوگوني؛ تومور بزرگ تشكيل شده حاصل از پيوند سلول هاي بنيادي جنيني  بررسي توموزايي سلول 4شكل 
تومـوري در تلقـيح   . دو سـمت راسـت و چـپ دريافـت كردنـد     سلول را در هر  5×106صورت زيرجلدي  هاي با نقص سيستم ايمني در ناحيه يكسان و به موش. تومور
ايـن تومورهـا حاصـل پيونـد     . دهـد  هر كدام تومورهاي با اندازه هاي مختلف را نشان مـي * و × ). و يه (مشاهده نشد  8هاي بنيادي اسپرماتوگوني بعد از هفته  سلول
. دهد را نشان مي چندشكليهاي بزرگ با هسته  علامت پيكان سلول. يوند و نيز بررسي شدندهاي بنيادي جنيني هستند كه به تعداد يكسان، در يك زمان مشخص پ سلول
  . گرفته شده است× 400و × 200، ×100تصاوير با بزرگنمايي  .هستند بدخيم هاي سلولهاي مشخص شده همان  سلول

  

  بحث
ها  هاي نوين درماني در درمان انواع بيماري استفاده از روش

ي نيز در زمينه درمان يها در اين راستا تلاش. رسد نظر مي لازم به
 درصـد  15 تقريبـاً ). 8-6(موارد ناباروري صورت گرفته اسـت  

از . جمعيت به نوعي با مواردي از نابـاروري در تمـاس هسـتند   
در . دهند موارد را مردان نابارور تشكيل مي درصد 50اين ميزان 

 اختلالـي كل دچـار  اي از بيماران درگير با اين مش اين ميان عده
و تنهـا داراي   بـوده فاقـد سـلول زايـا     كـه  اند نام آزواسپرميبه 

بنيادي يا  هاي زاياي هاي سرتولي و تعداد محدودي سلول سلول
در اين مـوارد  . ]2[ها هستند  هاي تمايزي اوليه از اين سلول رده

  هاي بنيادي روشي است كه مد نظر قرار گرفتـه   استفاده از سلول
  
  

  
  
  
  
  
  
  

هاي بنيـادي اسـپرماتوگوني روشـي جديـد      است و پيوند سلول
در مطالعـه حاضـر   . ]9[شود  درمان ناباروري محسوب مي براي
هاي بنيادي اسرماتوگوني با موفقيت از بافت بيضه مـوش   سلول

پيونـد مجـدد    هـا و نيـز   جداسازي اين سلول. جداسازي شدند
 Raph-Brinsterتوسـط   1994ها براي اولـين بـار در سـال     آن

 2003 سـال  در همكـاران  و )Hubner(هوبنر . ]10[د شگزارش 
 جهـت  )In vitro( آزمايشگاه محيط در گامت توليد مطالعه اولين

 ـارا را هاي بنيـادي  درمان ناباروري با استفاده از سلول  دادنـد  هي
 مشـتق  همكاران و )Toyooka(تويوكا  ،مطالعه اين از پس. ]8[

ــدن ــلول ش ــاي س ــاي ه ــذكر زاي ــام از را م ــبه اجس ــي ش  جنين
)Embryoid Body: EB (ماسوتاكا توكودا. ]6[ كردند گزارش 
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ــال   ــاران در سـ ــه  2007و همكـ ــد كـ ــان دادنـ در  Plzf نشـ
ها پس از تيمار و  اين سلول. شود بيان مي Aع اسپرماتوگوني نو

و توانايي نوسازي  ندپيوند به موش مدل آزواسپرمي زنده ماند
 هايي كـه  سلول. را پيدا كردند ساز يهاي من مجدد اپيتليوم لوله

Plzf هــاي  كننــد، از نظــر بيــان نشــانگر را بيــان مــيBeta1 

integrin ،Alpha6 integrin  وCDH1 مثبــت بودنــد  نيــز
مشابه با مطالعه فـوق در مطالعـه حاضـر بيـان نشـانگر      . ]11[

Plzf هـاي بنيـادي    و نشان داده شد كه سـلول  شديز بررسي ن
  .ي بيان كننديد اين نشانگر را به ميزان بالااسپرماتوگوني قادرن

هاي اخير برخـي از محققـين از جملـه كروجـي و      در سال
 ـزا بـه بررسـي ميـزان كلـوني    همكاران  هـاي بنيـادي    ي سـلول ي

ايـن گـروه از   . انـد  اسپرماتوگونياي انسـاني و حيـواني پرداختـه   
هاي آزواسپرمي حيواني به نتـايج   روي مدلبر محققين با تلاش 

  اي در زمينــه درمــان آزواســپرمي دســت يافتنــد  وار كننــدهاميــد
كه در موارد درمان مردان نابـارور هنـوز از    حال آن ]12-14، 9[

ــلول  ــد س ــيط     پيون ــپرماتوگوني در مح ــه اس ــر يافت ــاي تكثي ه
كه مانع اسـتفاده   يكي از عواملي. اند آزمايشگاهي استفاده نكرده

ده اسـت، احتمـال   ها در مـوارد بـاليني ش ـ   از اين دسته از سلول
ها با توجـه بـه    اين سلول. هاي مذكور است زا بودن سلول تومور

سـري   ي بالا در تكثير و خودسازي قادر به بيان يكيداشتن توانا
چنانچه در مطالعه . هاي دخيل در خاصيت پرتواني هستند از ژن

 ها در زمـان پيونـد و پـس از    د كه اين سلولشحاضر مشخص 
گذشت يك ماه از كشـت در شـرايط آزمايشـگاه، قـادر بودنـد      

عنوان يـك نشـانگر پرتـواني از خـود بـروز       را به Oct4نشانگر 
و همكـارانش در   )Takahashi( تاكاهاشـي  طبق مطالعـه . دهند
ي با تـوان تكثيـري و   يها دست آوردن سلول ، براي به2007سال 

هـا در   ي از ژنسر يك يهاي سوماتيك، القا تمايزي بالا از سلول
هـا   در مطالعـه آن . رسـد  نظر مي هاي سوماتيك ضروري به سلول

 c-Mycو  Oct-4 ،Sox-2 ،Klf-4ي نظيـر  يها عنوان شد كه ژن
هــاي ســوماتيك بــه  داراي بيشــترين اهميــت در تبــديل ســلول

كـه در مطالعـه    حـال آن . ]15[ند هسـت ي يهاي پرتوان القا سلول
بـه   2007مكارانش در سال و ه )Okita( اوكيتا ديگر كه توسط

تواند منجـر   مي c-Mycژن  يكه القا شد ، نشان دادهچاپ رسيد
بـه  . ]16[د شوهاي حاصل  از سلول درصد 20به تومورزا بودن 

، تصـميم بـه   2008در سـال   )Nakagawa( ناكاگاوا اين ترتيب
حذف اين ژن در روش آزمايشگاهي خود گرفت كه اين رونـد  

هـا شـد و تنهـا بـه ميـزان       ي سلوليباعث كاهش خطر تومورزا
 بنـابراين . ]17[ها كاسـته شـد    بسيار كمي از توان تكثيري سلول

هـاي   در سـلول  c-Mycتعيـين ميـزان بيـان ژن     در اين مطالعـه 
مشــاهده شــد كــه در نتيجــه و  بنيــادي اســپرماتوگوني بررســي

. هاي بنيادي اسپرماتوگوني قادر به بيان ژن مذكور هسـتند  سلول
هـا در   احتمال تومورزا بودن اين سلول c-Mycيان ژن به دنبال ب

 نتـايج حاصـل  . شـد هاي با نقص سيستم ايمنـي ارزيـابي    موش
قادر به ايجاد تومـور   c-Mycنشان داد كه اين ميزان از بيان ژن 

 بـه  سـپس  ولي شود مي بيان سلولي چرخه طي مذكور ژن .نبود
 اين حد از بيش يا طبيعي غير بيان. گردد برمي خود قبلي شرايط

 يعنـي  سـلول  در پيشـگيرانه  مسـيرهاي  شـدن  فعال به منجر ژن
 مـرگ  در كـه  دشو مي p53 و p19/p14ARF ژن فعاليت مسير

 در كـه  دس ـر مـي  نظر به ترتيب اين به .]5[ الت دارد دخ سلولي
 بـه  قـادر  زيـاد  رشـد  سرعت دليل به ها سلول آزمايشگاه شرايط
 ها آن تكثير بدن محيط در هك نآ حال اند، بوده نظر مورد ژن بيان
 در و اند رفته پيش سلولي مرگ سمت به نهايت در و شده كمتر
  . نكردند ايجاد نيز توموري نتيجه

هـاي بنيـادي    سـلول  بنيادي اسپرماتوگوني نظيـر هاي  سلول
نيز بودنـد كـه در مطالعـه حاضـر      Oct4جنيني قادر به بيان ژن 

رتـواني در  ايـن ژن مسـئول نگهـداري خاصـيت پ    . شدبررسي 
هاي مختلف  علاوه اين ژن تا رده به. ]3[ استهاي بنيادي  سلول
علاوه بر ايـن  . شود هاي زايا تا مرحله قبل از ميوز بيان مي سلول

پرتـواني ديگـري    عوامـل هاي بنيادي در اثـر   تكثير بالاي سلول
از . ]4[ اسـت و غيـره   Nanog ،Klf-4 ،Sox-2 ،c-Mycنظير 

ــروه از ژن ــن گ ــا، ژن اي ــم در رده Sox-2و  Nanog ه ــاي  ه ه
. ]3[شـود   هاي زايا تا مرحله قبل از ميوز بيان مي مختلف سلول

هـا منجـر بـه     محققين ايـن گـروه از ژن   هاي با توجه به گزارش
تواند بـر   هاي بنيادي شده و هر كدام مي خودسازي بالاي سلول
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با هاي مرتبط  در بين ژن. ي مثبت داشته باشديها اثر القا ساير ژن
شـود   نيز ديده مي c-Mycهاي بنيادي، ژن  حالت پرتواني سلول

 مشاهده كرد كـه سـاركوماي   )Rous( روس ،1911در سال . ]5[
)Sarcoma( هاي جدا شده از  جوجه ممكن است از طريق سلول

و همكـارانش   )Alitalo( آليتـالو  ، سـپس ]15[ تومور انتقال يابـد 
ــه  ــ مطالعـ ــي از رتروويـ ــروه خاصـ ــر گـ ــا روساي روي زيـ  هـ

)Retroviruses(       يدر پرندگان انجـام دادنـد كـه منجـر بـه القـا 
هاي  ها، تومور ، ساركوما)Myeloid Leukemia( يديلوسمي ميلو
شـدند ايـن گـروه از     مـي  ساير تومورها در جوجـه  كبد و كليه و
   .]18[ را دليل اين تومورها ذكر كردند v-Mycمحققين ژن 

 ــ ــد س ــر چــه از پيون ــه اگ ــن مطالع ــادي  لولدر اي ــاي بني ه
اسپرماتوگوني به موش با نقص سيستم ايمني توموري مشـاهده  

هاي تزريق  توان به تعداد سلول نشد ولي يكي از دلايل آن را مي
ممكـن   ؛به عـلاوه . شده و مدت زمان بررسي تومور ارتباط داد

ها  هاي هورمون درماني سلول سري روش است با استفاده از يك
خود نشان دهند و در نهايـت تومورهـاي   پاسخ مثبت از  مجدداً

  شـود مـوارد مـذكور در     احتمالي را ايجاد نمايند كه پيشنهاد مي
  

  .شودمطالعات بعدي بررسي 
هـاي   دست آمـده از ايـن مطالعـه، سـلول     با توجه به نتايج به

بنيادي اسپرماتوگوني موشي قادر به ايجاد تومور در بـدن نيسـتند   
خاصـيت پرتـواني نظيـر سـاير      هـا داراي  كه ايـن سـلول   حال آن
هاي قابليت استفاده در درمان  اين سلول. هاي بنيادي هستند سلول
مدل آزواسپرمي را دارند ولي با توجه بـه اهميـت موضـوع    موش 

رسد كه مطالعـه در مـورد انسـان     نظر مي مورد بررسي ضروري به
اسـتفاده   بـراي و با توجه به نتـايج حاصـل از آن    شودنيز بررسي 

  .گيري شود تصميم ي در بيماران مدل آزواسپرميبالين
  

  و قدرداني تشكر
دانند تا مراتب سـپاس   محققين اين مطالعه بر خود لازم مي

خود را از همكاران خود در بخش نگهداري حيوانات با نقـص  
لازم بـه  . آقاي دكتر عقابيان اعلام دارنـد  سيستم ايمني خصوصاً

تحقيقـاتي مركــز  ذكـر اسـت كــه هزينـه ايــن طـرح از بودجــه     
  .مين شده استأت) ره(تحقيقات سرطان بيمارستان امام خميني 
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