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Aims: The use of stem cells has been able to treat patients with genetic and induced 

abnormalities and diseases such as non-obstructive azoospermia. Today, more 

attention has been paid to self-induced induced pluripotent stem cells (iPSCs). The 

aim of this study was to investigate the role of estrogen with retinoic acid on the 

differentiation of mouse iPSCs towards female germ cells. 

Methods: In this study, mouse embryonic fibroblast cells were extracted as feeding 

cells and inactivated. The target groups were adjusted for estrogen with retinoic 

acid at intervals of days 0, 4 and 7. Expression of these genes was performed by 

Real Time PCR technique. 

Results: In this study, the expression of genes such as Stra8, Stella, Ddx4 and 

GDF9 was evaluated. Real-time data showed that the expression of these genes 

increased in estrogen group on day 4 of embryoid bodies culture, while the 

differences were not significant on other days. 

Conclusion: It is very difficult to control the differentiation of mouse induced 

pluripotent stem cells (miPSCs) and the role of estrogen was carefully investigated 

in vitro in this study. Evidence suggests that female germ cells can differentiate 

from miPSCs in vitro. Treatment of cells with estrogen showed a greater effect on 

the differentiation process on day 4. 
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بررسی اثر رتینوئیک اسید و 

ی استروژن بر تمایز سلول های بنیاد

پرتوان القایی موش به سمت        

 سلول های زایای ماده
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 چکيده

استفاده از سلول های بنيادی توانسته است بيماراني كه دچار  : :اهداف

         ناهنجاری های ژنتيکي و القايي و بيماری هايي از قبيل آزواسپرمي 

توجه زيادی به سلول های  ،هستند، را درمان كنند. امروزهغير انسدادی 

( تهيه شده از خود فرد شده است. هدف از iPSCsبنيادی پرتوان القايي )

اين مطالعه، بررسي نقش هورمون استروژن به همراه رتينوئيك اسيد بر 

 مي باشد. ی مادهموش به سمت سلول های زايا  iPSCs تمايز

سلول های فيبروبلاست جنيني موش  ،در اين مطالعه روش ها:مواد و 

بعنوان بستری از سلول های تغذيه كننده استخراج شدند و غير فعال 

گرديدند. گروه بندی های مورد نظر برای هورمون استروژن به همراه 

تنظيم شد. بيان  7و  4رتينوئيك اسيد و در بازه های زماني روزهای صفر، 

 انجام شد.  Real Time PCRژن های مورد نظر با تکنيك 

 

و  Stra8 ،Stella ،Ddx4بيان ژن هايي از قبيل  ،در اين مطالعه: يافته ها

GDF9 .داده های ريل تايم مشخص كرد كه بيان  مورد بررسي قرار گرفت

كشت اجسام امبروئيدی افزايش  4اين ژن ها در گروه استروژن و در روز 

 يافت در حالي كه در روزهای ديگر تفاوت ها معنادار نبود.

سلول های بنيادی پرتوان القايي موش  ترل تمايزكن گيری:نتيجه

(miPSCs)  اين مطالعه نقش هورمون استروژن در بسيار سخت است و در

         كه  شرايط آزمايشگاهي با دقت بررسي شد. شواهد نشان مي دهد

 درون آزمايشگاهي در شرايط miPSCsمي توانند از سلول های زايای ماده 

اثر  4تيمار سلول ها با هورمون استروژن بر روند تمايز در روز  تمايز يابند.

 بيشتری را از خود نشان داد.
 

تمايز؛ سلول های بنيادی پرتوان القايي موش؛ سلول های  ها:واژه كليد

 زايای ماده؛ استروژن؛ رتينوئيك اسيد.

 

 05/02/99: تاريخ دريافت

 05/03/99تاريخ پذيرش: 
 حسين نيك زاد نويسنده مسئول:*

 

 

 مقدمه

بسياری از زوجين دارای مشکلات ناباروری با عوامل محيطي و ژنتيکي روبرو 

( به بيماران كمك مي كند تا ARTهستند. امروزه، فناوری كمك باروری )

مشکلات ناباروری خود را درمان كنند، در غير اين صورت با درمان های 

. با اين حال، در بيماراني كه مبتلا به تخمك [1]معمول امکان پذير نيست 

های غيرطبيعي يا آزواسپرميا هستند و جهش در سلول های زايای آن ها 

 .[3،2]ی استفاده كنند وجود دارد، نمي توانند از اين فناور

سلول های زايای ماده نقش مهمي در انتقال اطلاعات ژنتيکي به نتاج در 

هنگام تركيب با سلول های زايای نر در طي فرآيند لقاح دارند. گامتوژنز 

فرآيندی است كه در آن پيش ساز ديپلوئيد به سلول زايای هاپلوئيد تبديل 

در مورد مکانيسم های مولکولي  . با اين حال، اطلاعات كمي[4]مي شود 

پذير  زمينه ساز گامتوژنز به دليل فقدان وجود يك مدل كارآمد و تکرار

 برای اين فرآيند وجود دارد. 

طبق تحقيقات متعدد، در شرايط خاص سلول های بنيادی مي توانند به 

سلول های زايا متمايز شوند كه مي توانند راهگشای درمان ناباروری باشند 
. انتقال سلول های بنيادی از طريق سلول های زايای پيشرفته و يا [7،5]

 يك گزينه درماني بالقوه مفيد برای  (PGCsسلول های زايای اوليه )

 حسين نيك زاد و همکاران 19
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     . اخيراً، [8]بازگرداندن ناباروری است كه هيچ توجيه ژنتيکي ندارد 

پيشرفت های قابل توجهي در مشتق شدن سلول های زايا از سلول های 

حاصل شده است كه به عنوان يك مدل آزمايشي  (ESCsبنيادی جنيني )

مطلوب جهت توضيح دادن سلول های زايای پستانداران و استراتژی های 

هابنر و  بالقوه برای توليد سلول های زايای هاپلوئيد مورد توجه مي باشد.

های  ESC برای اولين بار تمايز موفق گامت ها از 2003همکاران در سال 

. نيرنيا و همکاران برای [9]موش را در شرايط آزمايشگاهي گزارش كردند 

های موش در شرايط  ESCاستفاده از اسپرم القا شده از  اولين بار با

آزمايشگاهي توانستند نتاج زنده توسط روش تزريق اسپرم درون 

 . [10]( ايجاد كنند ICSIسيتوپلاسمي )

ن اين سلول ها به علت محدود درهرحال، مشکلات اخلاقي در بدست آورد

بودن منابع آن ها وجود دارند. يکي از موفقيت های جالب در زمينه ی 

بيولوژی سلول های بنيادی، بدست آمدن سلول های بنيادی پرتوان القايي 

(iPSCs ،از سلول های سوماتيك با انتقال ژن های پرتوان ازجمله )oct4 ،

2Sox ،Myc-c  4وklf  اين سلول ها نسبت به سلول های [11]بود .ESC 

مشکلات اخلاقي با استفاده از سلول های  -1دارای مزايايي هستند: 

. [12] منابع سلول های سوماتيك فراوان اند -2سوماتيك انسان ندارند 

را  iPSCsبرای تمايز سلول های زايا از  In vivoمطالعات اخير تمايز 

هپاتوسيت های بالغ موش، توانايي  مشتق شده از iPSCsمشخص كرده اند. 

گزارش  .[13] را بدست آوردند (PGCsالقا به سمت سلول های زايای اوليه )

انسان هنگامي كه با سلول های گونادی جنيني انسان كشت  iPSCsشد كه 

موشي  iPSCs. همچنين، [3،2]تمايز يابند  PGCsداده شدند، توانستند به 

به سلول های شبيه اپي بلاست تمايز توانستند  BMP4با درمان توسط 

. اما، هيچ شواهدی از تنظيم كننده های فرآيند اسپرماتوژزنزيس [15]يابند

وجود ندارد. با اين وجود، مشخص شد كه بسياری  In vivoانسان در شرايط 

از القاكننده ها برای تمايز سلول های بنيادی پرتوان به سمت سلول های 

 . [16] زايا حياتي هستند 

رتينوئيك اسيد است كه نقش مهمي در تمايز  Aيکي از مشتقات ويتامين 

سلولي و امبريوژنزيس دارد و شروع ميوز در موش را ميانجي گری مي كند 
. رتينوئيك اسيد مي تواند اسپرماتوژزنيس را بهبود بخشد و بيان كم ژن [8]

بعد از تولد در بيضه های نر را از طريق ژن های اصلي شروع كننده ی ميوز 

است كه از طريق رتينوئيك اسيد بيان  Stra8القا كند. يکي از اين ژن ها، 

. هيچ شکي نيست كه هورمون های اندوكراين نقش مهمي در [17] مي شود

           فرآيند اسپرماتوژنزيس دارند. عملکرد دستگاه توليدمثلي نر و ماده 

ند. در حقيقت، بلوغ و نمو مي توانند با تركيبات استروژن واسطه گری شو

گونادهای مختلف توليدمثلي در پستانداران مي توانند با استروژن تنظيم 

تمايز يافته از سلول های  iPSCs. با اين حال، هنوز اينکه [18]گردند 

فيبروبلاست بتوانند به طور خود به خودی سلول های زايای ماده را با 

مون توليد كنند، ناشناخته است. استفاده از درمان رتينوئيك اسيد و هور

بنابراين، هدف از مطالعه ی حاضر، بررسي اثر رتينوئيك اسيد و استروژن 

     به سمت  (miPSCsبر تمايز سلول های بنيادی پرتوان القايي موش )

 ( ماده مي باشد.GCsسلول های زايای )

تخراج و غیر فعال سازی سلول های فیبروبلاست جنین اس

 موش 
پس از آبستني،  13.5پس از استخراج كبد و سر جنين های موش در روز 

عبور داده شدند  18بدن به قطعات كوچك تر تقسيم شد. قطعات از نيدل 

 .Gibco; cat)  با گلوكز بالا DMEMه محيط به همرا 75و به فلاسك 

no. 41965039 منتقل داده شدند. پس از يك روز، باقيمانده ها برداشته )

درصد  1شده و با محيط كشت جديد شامل پني سيلين/استرپتومايسين 

(Pen/Strep; Gibco; cat. no. 15140‐148 و سرم جنين گاوی )12 

( تغيير يافت. سلول های FBS; Gibco; cat. no. 10270‐106درصد )

( در پاساژ سوم به عنوان بستر تغذيه MEFsفيبروبلاست جنين موش )

كننده به كار گرفته شدند. سپس، برای غيرفعال كردن اين سلول ها، مقدار 

C (Sigma; cat. no. M4287 )ميلي گرم بر ميلي ليتر ميتومايسين  10

 (.1استفاده گرديد )شکل  DMEM/F12در محيط 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 سلول هاي فيبروبلاست جنين موش به عنوان بستر تغذيه كننده :1شكل 

 

 
 گسترش سلول های بنیادی پرتوان القایی موش

، همانطور كه قبلا مشخص و گزارش شد، از پروفسور مسعود miPSCsلاين 

سليماني و از مركز تحقيقات تکنولوژی سلول های بنيادی دريافت 

 5درصد، دی اكسيد كربن  95. كشت اين سلول ها در رطوبت [19]گرديد

درجه انجام شد و بر روی لايه ی تغذيه كننده ی حاوی  37درصد و دمای 

MEF  محيط كشت [20، 4]غيرفعال شده نگه داری شدند .miPSCs  حاوی

DMEM/F12  سرمدرصد جايگزين  20حاویknockout  (KSR; 

Gibco; cat. no. 10828‐028 ،)1000  واحد بر ميلي ليتر فاكتور

 ,LIF; ESGRO; Gibco, Carlsbadمهاركننده ی لوكميای موشي )

CA; cat. no. ESG1107گلوتامين )-(، يك ميلي مول بر ليتر الGibco; 

cat. no. 25030‐081سلنيوم ) -ترانسفرين -(، انسولينITS; Gibco; 

cat. no. 41400‐045،) 0.1 ميلي مول بر ليتر اسيدآمينه های غيرضروری 

 20ه   پرتوان القایی موش به سمت  سلول های زایای ماد بررسی اثر رتینوئیک اسید و استروژن بر تمایز سلول های بنیادی 
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 (NEAA;  Gibco; cat.  no.  11140‐035 )  و  ROCK  inhibitor 

Y‐27632 (Sigma; cat. no. Y0503‐1 MG فقط يکبار بعد از ذوب( )

 6الي  4هر  miPSCsكردن( بود. محيط هر روز تغيير كرد و كلوني های 

 .Gibco; catدرصد ) IV  0.1  نوع كلاژناز  آنزيم  از   استفاده  با روز 

no. 17104‐019 2( پاساژ داده شدند )شکل.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

روز كشت بر روی سلول های  6در مدت  (Bو  A) miPSCsژی : موروفولو2شكل 

 MEFتغذیه كننده ی 

(MEF, mouse embryonic fibroblast; miPSCs, mouse‐induced pluripotent 

stem cells) 

 

 

 

سلول های       تمایز سلول های بنیادی پرتوان القایی موش به سمت

 زایای ماده در شرایط آزمایشگاهی 

روز در  5الي  4بعد از  LIFموش در محيط عاری از  iPSCsسلول های 

( غوطه ور شدند. سپس، EBsمحيط كشت برای تشکيل اجسام امبروئيدی )

( مقدار Nunc, Rochester, NYخانه ی غير چسبنده ) 6در يك پليت 
درصد  FBS 10)حاوی  EBsسلول بر ميلي ليتر در محيط كشت  5×610

( برای تشکيل اين اجسام قرار داده شدند و محيط در فواصل هر LIFبدون 

 خانه با ژلاتين 6دو روز تعويض شد. در مرحله ی بعد، پليت های معمولي 

 

 
 

به پليت های آماده منتقل گرديدند. برای  EBsدرصد آماده شدند و  0.1 

به سمت سلول های زايای ماده در  miPSCsمشتق شده از  EBsتمايز 

 β-17نانومول استراديول  10، اين سلول ها با مقدار In vitroشرايط 

(Sigma, cat. no. E2758‐1G و )ميکروليتر رتينوئيك اسيد ) 2RA; 

Sigma; cat. no. R2625‐50MG ، 7و  4( در بازه ی زماني روزهای 

درمان شدند. اجسام امبروئيدی كه مورد درمان قرار نگرفتند، به عنوان گروه 

 كنترل در نظر گرفته شدند.

 

 

 Real Time PCRو  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

از سلول های برداشت شده از كيت ترايزول  RNAبرای استخراج 

(Invitrogen; cat. no. 15596026 .بر طبق دستورالعمل استفاده شد )

 PrimeScript™ RT (Takaraبا استفاده از كيت  cDNAبرای سنتز 

Bio, Shiga, Japan يك ميکروگرم ،)RNA  از هر نمونه در نظر گرفته

( برای بيان كمي ژن های از قبيل: qPCR) Real Time PCRشد. تکنيك 

Stra8 ،Stella ،Ddx4  وGDF9 انجام شد. مجموعه داده های NCBI 

برای استنباط كل توالي ژن های فوق الذكر مورد استفاده قرار گرفت و 

، پرايمرهای خاصي طراحي Primer3 سپس با بهره گيری از نرم افزار آنلاين

، طول 1كردن برای تعيين درصد همولوژی انجام شد. جدول  Blastشد. 

برای هر توالي را  annealingمحصول تکثيرشده، توالي پرايمرها و دمای 

 SYBR Green PCRلاندا  10شامل  qPCRنشان مي دهد. مسترميکس 

Master Mix Buffer (×2( يك لاندا ،)نمونه ی  100 )نانوگرمcDNA  و

لاندا تهيه شد.  20ر پيشرو و پسرو با حجم نهايي نيم لاندا از هر پرايم

GAPDH  به عنوان كنترل برای نمونه ها در نظر گرفته شد. برنامه ی

qPCR  درجه به مدت  95بدين صورت بود: ابتدا، دناتوره شدن در دمای

سيکل تکراری )دناتوراسيون در دمای  40دقيقه انجام شد. سپس، تعداد  10

برای هر ژن به  Xدقيقه، دمای انيلينگ در دمای  30درجه به مدت  95

( به مدت extensionثانيه انجام گرديد. سرانجام، گسترش يافتن ) 30مدت 

( Ctدرجه صورت گرفت. ارزيابي سيکل آستانه ) 72انيه در دمای ث 30

 ,LightCycler™ real‐time PCR (Rocheدستگاهمحاسبه شدند. 

Germany)   برای واكنش هایqPCR   .در سه تکرار استفاده شد  
 

 

و ژن ها در  Real Time PCRپرايمرهای طراحي شده برای آناليز توسط تکنيك  :1جدول 

 مراحل متفاوت تمايزی

 

Gene Forward sequence(5’>3’) Reverse sequence(5’>3’) 
Fragment 

size(bp) 

Annealing 

 Temperature

)C0( 

Stra8 GAAGTGCCTGGAGACCTTTG 
TGGAAGCAGCCTTTCT

CAAT 
A 150 A 59.7 

Stella TGAGAAGACTTGTTCGGATTGAG 
AGTTAAGATTTCCCA

GCACCAG 
A256 A 57.5 

Ddx4 CTTCAGTAGCAGCACAAGAGG 
GGAGGAAGAACAGAA

GAACAGG 
A 267 A 57.5 

GDF9 AAAGAAGACTGGCACGAGGA 
CTGCAGCTTAGGGGT

CTCAC 
A 289 A 59.6 

GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG 
ACACATTGGGGGTAG

GAACA 
A 223 A 57.5 

 همکاران حسين نيك زاد و 21
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 آنالیز آماری
و آزمون  SPSSتفاوت های معنادار بين گروه ها با استفاده از نرم افزار 

Tukey  به صورتOne way ANOVA  انجام شد. تفاوت معناداری در

 در نظر گرفته شد.  P<0.05سطح 

 

 یافته ها
 شكل گیری اجسام امبروئیدی

توسط روانه كردن  EBsكشت سوسپانسيون برای توليد تعداد زيادی از 

miPSCs بر روی پتری ديش با درجه ی باكتريولوژی و غير چسبنده     

انجام شد. در اين حالت، سلول ها به طور خود به خودی تجمع يافتند تا 

كم است  EBsتشکيل كره بدهند. در اين روش، دقت در شکل و اندازه ی 

، اما مي توان تعداد زيادی از حالت كره مانند اين سلول ها را بدست آورد 

 miPSCsنشان داده شده است، در ابتدا  3(. همانطور كه در شکل 3)شکل 

ساعت، به طور  24به صورت سلول های منفرد هستند ، اما پس از گذشت 

      خود به خودی تشکيل كلوني های كوچك را مي دهند. سپس، اين

ساعت در كشت سوسپانسيون ظاهری فشرده  96و  72، 48كلوني ها بعد از 

  به خود مي گيرند.

   

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 
شکل گيری اجسام امبروئيدی از سلول های بنيادی پرتوان القايي موش در شرايط : 3شكل 

In vitro .( مورفولوژی اين اجسامA-D در روزهای )بعد از كشت. 4و  3، 2، 1 

 
 

 

پروفایل بیانی ژن های خاص سلول های زایای ماده در تمایز اجسام 

 امبروئیدی

برای آناليز پروفايل بياني ژن ها در  7و  4در روزهای صفر،  qPCRتکنيك 

نشان دهنده ی  Stra8استفاده شد. ژن  miPSCsاز  EBsطول تمايز 

توانايي سلول ها برای پاسخ به رتينوئيك اسيد در سلول های زايای قبل از 

(، به عنوان يك ماركر پرتواني و قبل از Dppa3) Stellaميوزی است. ژن 

  GDF9يك ماركر ميوزی است و  Ddx4ميوزی در نظر گرفته مي شود. ژن 

 

 

نشان دهنده ی فاز پس از ميوزی سلول هاست و بيان كننده ی سلول های 

 (.4زايای هاپلوئيدی نر مي باشد )شکل 

 

 

 

 

 

 

 
 

. سلول های زايا از مرحله ی ظهور شماتيك بيان ژن های موردنظر در طول تمايز: 4شكل 

ميتوز، ميوز و پس ميوز در مراحل تشخيص، كلون شدن، ميتوز، ميوز و تمايز به تصوير كشيده 

در طي تمايز توسط خطوط  GDF9 و Stra8 ،Stella ،Ddx4شده اند. پروفايل بياني ژن های 

 تيره رنگ مشخص گرديدند.

 

 

نکرد ، اما بيان اين ژن در تغييری  7و صفر  در روزهای Stra8بيان ژن 

در مقايسه با گروه های ديگر افزايش  4گروه رتينوئيك اسيد و در روز 

درهرحال، يك افزايش نسبي در گروه تركيبي  (.P<0.01معناداری داشت )

رتينوئيك اسيد و استروژن در مقايسه با گروه كنترل افزايش يافت، اما 

نشان داد كه يك افزايش معني دار  تغييرات معنادار نبود. نتايج اين مطالعه

(. P<0.05در گروه رتينوئيك اسيد در مقايسه با گروه استروژن وجود دارد )

در روز صفر بين هر چهار  Stellaدر اين مطالعه مشخص گرديد كه بيان ژن 

كه بيان اين ژن در گروه استروژن نسبت به گروه  گروه تغيير نکرد، در حالي

تركيبي رتينوئيك اسيد همراه با استروژن و در روز رتينوئيك اسيد و گروه 

 7(. همچنين در روز P<0.001و  P<0.01تغييرات معناداری را داشت ) 4

هم تغييرات معناداری مشابه روز صفر مشاهده نگرديد، اما به نسبت افزايش 

نسبي بيان اين ژن در گروه رتينوئيك اسيد همراه با استروژن ديده شد. در 

هم همانند بيان ژن های قبلي در روزهای صفر  Ddx4بيان ژن  اين مطالعه

تفاوت  4تغييرات معناداری مشاهده نگرديد، در حالي كه در روز  4و 

( ديده شد. همچنين، P<0.001و كنترل ) RA+Eمعناداری بين گروه 

ملاحظه شد  Eو  RAو گروه های  RA+Eتفاوت معناداری بين گروه های 

(P<0.01 نتايج .)qPCR  نشان داد كه بيان ژنGDF9  در روز صفر هيچ

تفاوت های معناداری  4تغييراتي مشاهده نگرديد، اما در روزهای صفر و 

، اختلاف معناداری بين گروه 4بين گروه های مختلف ديده شد. در روز 

RA+E ( و كنترلP<0.001 مشخص شد. همچنين، بين گروه های )

RA+E  و گروهE  و گروهRA  به ترتيب( تفاوت معني داریP<0.001 )

و كنترل  RA+Eهم اختلافات معنادار بين گروه های  7ديده شد. در روز 

(P<0.001 ملاحظه گرديد و همين طور بين گروه )RA+E  و گروهE  و

 ( ديده شد.P<0.001به ترتيب تفاوت معني داری ) RAگروه 

 

 

 
 22ه   لول های بنیادی پرتوان القایی موش به سمت  سلول های زایای مادبررسی اثر رتینوئیک اسید و استروژن بر تمایز س
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 بحث

در چند دهه ی گذشته، مطالعات زيادی در زمينه ی توليد سلول های 

انجام شده است. علارغم خطر ايجاد  ESCsو  iPSCsجنسي نر و ماده از 

به سبب بحران های اخلاقي كمتر  iPSCsتومور و ناهنجاری های ژنتيکي، 

و فراواني اين سلول ها، برای ايجاد سلول های زايا بيشتر مورد توجه قرار 

گرفته اند. با اين وجود، هنوز مکانيسم های مولکولي بيشتری جهت تمايز 

. [22،21]سلول های زايای نر وماده از سلول های بنيادی پرتوان نياز است 

فعل و انفعال دقيقي بين برای يك فرايند گامتوژنزيس موفق، بايستي 

      فاكتورهای متعددی كه تکثير، شروع ميوز و مهاجرت سلولي را تنظيم

 مي كنند، رخ دهد. بر طبق مطالعات، رتينوئيك اسيد يك فاكتور القاء 

كننده ی ميوز مي باشد و همچنين، شروع ميوز سلول زايا به رتينوئيك 

. در اين تحقيق، تمايز سلول های زايا [25،23]اسيد اندوژنوس ارتباطي ندارد 

به همراه  و القای رتينوئيك اسيد EBsبر اساس شکل گيری  miPSCsاز 

تجمعات سلولي به نام اجسام  ،miPSCsهورمون استروژن انجام گرديد. 

 امبريوئيدی را تشکيل مي دهند كه مي توانند به طور خود به خودی از سه 

لايه ی زايای جنيني، به سلول هايي از قبيل سلول های زايای بدوی و بالغ 

 iPSCs. علاوه براين، بسياری از محققان اذعان داشتند كه [27،26] تمايز يابند

. با اين [29،28] تمايز يابند PGCsمي توانند به  roIn vitانساني در شرايط 

به سمت سلول های  iPSCsوجود، تلاش های زيادی برای تحريك تمايز 

صورت گرفته است. ولي، هيچ اطلاعاتي مربوط به  In vitroزايا در شرايط 

به سلول های زايا تمايز  In vivoاينکه آيا اين سلول ها مي توانند در شرايط 

. در طي تمايز سلول های بنيادی به گامت ها در [29]يابند، وجود ندارد 

شرايط آزمايشگاهي، فازهای زيادی وجود دارند، از جمله: تمايز سلول های 

و در نهايت بلوغ گامت و  PGCs ، ورود ميوزیPGCsبنيادی به سمت 

 .[6]شکل گيری سلول های هاپلوئيدی 

يای ماده پروفايل بياني بسياری از ژن ها به تکثير و يا تمايز سلول های زا

 8traSنشان داد كه بيان بالای ژن  qPCR. نتايج [31،30]در ارتباط هستند 

(Stimulated By Retinoic Acid 8 به عنوان يك ماركر سلول زايای )

ته ها مشاهده شد. اين ياف 4قبل ميوزی در گروه رتينوئيك اسيد و در روز 

يان و همکاران مطابقت دارد. اين محققان مشخص كردند كه ب Liبا نتايج 

. [4] با اضافه كردن رتينوئيك اسيد به محيط كشت افزايش مي يابداين ژن 

نوئيك بنابراين، با وجود بيان بالای اين ژن مي توان به افزوده شدن رتي

ن ژدريافتند كه بيان اين  2017و همکاران در سال  Dongاسيد پي برد. 

ز ر رودر سلول های بنيادی اسپرماتوگونيا با اضافه شدن رتينوئيك اسيد د

ققان كاهش يافت. اين مح 5افزايش مي يابد. اما، بيان اين ژن در روز  3

نتيجه گرفتند كه اثرات عمومي سلول های بنيادی اسپرماتوگونيا و 

زدياد ارتينوئيك اسيد مي توانند بيان اين ژن را برای تسهيل آغاز تمايز 

ا بشده و همکاران تعيين كردند كه در سلول های درمان  Silva. [8] بخشند

بت روز سبب افزايش معني دار بيان اين ژن نس 7رتينوئيك اسيد به مدت 

ما در  به گروه كنترل شد كه نتايج اين محققان با نتايج حاصل از مشاهدات

موشي و هورمون  ESCsتناقص بود زيرا بررسي اين محققان بر روی 

 . [31] تستوسترون بود

 

 

 

 

 Developmental  Pluripotency يا     Stella (DPPa3ژن 

Associated 3)  در شرايطIn vivo  در يك بازه ی زماني مشخص بيان

مي شود كه اين بازه ی زماني شامل مراحل اوليه ی تکامل جنين تا زماني 

كه سلول های زايای بدوی به ستيغ های تناسلي مهاجرت كرده و با استفاده 

يك ماركر برای  Dppa3يا  Stellaاز تقسيم ميتوز تکثير داده مي شوند. 

بسياری از ژن های ديگر نشان دهنده ی  پرتواني سلول است كه به همراه

( نتيجه گرفتند 2013و همکاران ) Li. [32] مرحله ی قبل از ميوز مي باشد

        كه بيان اين ژن در طول شکل گيری اجسام امبروئيدی و در تمامي

نتايج اين محققان  [4]گروه ها نسبت به گروه كنترل كاهش معناداری داشت 

با نتايج ما مطابقت داشت و با روند افزايش روزها كاهش در بيان ديده شد. 

Eskandari  و همکاران مشخص كردند كه در گروه تركيبي رتينوئيك اسيد

در مقايسه با  17و  7به همراه استروژن، سطح بيان اين ژن در روزهای 

ده های تحقيق ما به علت گروه های ديگر افزايش يافت. اين نتايج با دا

 هم خواني   شده  تيمار  استروژن  مقدار  و  سلول متفاوت  نوع   در  بررسي

و همکاران دريافتند كه الگوی بياني اين  Wongtrakoongate  .[20]نداشت

انساني به دنبال القای رتينوئيك اسيد را  ESCsژن، تمايز لاين زايای 

يك رخداد  Stellaكه فعال سازی ژن محافظت مي كند و پيشنهاد مي كند 

 .[33]انسانيست  ESCsاوليه در تمايز سلول زايا از 

          ( يکي از عوامل مهم در Vasaيا  Mvh) Ddx4تشخيص بيان ژن 

مي باشد. يافته های اين تحقيق  PGCsتمايز يافته از  EBsشکل گيری 

در گروه تركيبي رتينوئيك اسيد به همراه  Ddx4نشان دادند كه بيان 

افزايش پيدا كرد.  4استروژن در مقايسه با گروه كنترل و در روز 

Eguizabal  2009و همکاران در سال PGCs  را از سلول های بنيادی

پرتوان توليد كردند. اين محققان، تمايز لاين های سلولي را با شکل گيری 

EBs  از طريق بيان همزمانOct4 و Ddx4  جهت تشخيصPGCs  جديد

و همکاران القای سلول  Wang. [34]آشکار ساختند  vitro Inدر شرايط 

خوک سانان را بررسي كردند. در اين مطالعه، بيان  iPSCsهای شبه زايا از 

يك افزايش  Ddx4و  Dazlژن های مرتبط با نمو آخر سلول زايا از قبيل 

بيشترين مقدار  3در روز  Ddx4نسبي را نشان داد. به طوری كه بيان ژن 

و با افزايش روزها روند كاهش نسبي را از خود نشان داد ولي با گروه كنترل 

تفاوت معني داری داشتند. در كل نتايج آن ها مشخص كرد كه القای سلول 

 امکان پذير است itroIn vو  In vivoخوک سانان در شرايط  PGCsزايا از 

. نتايج اين محققان با نتايج حاصل از مطالعه ی ما به دليل بررسي بر [35]

 نوع حيوان متناقص مي باشد.

 GDF9( توسط ژن growth differentiation factor 9) GDF9پروتئين 

      كد مي شود. اين پروتئين توسط سلول های سوماتيك تخمدان سنتز 

. اين ژن [36]به وسيله ی تخمك بيان مي شود  9GDFمي گردد و ژن 

در  GDF9نقش كليدی در تکامل فوليکول های اوليه در تخمك دارد. 

. در مطالعات [37]پس از لقاح بيان مي شود  13موش اولين بار در روز 

مختلفي كه بر تکامل وتمايز به سمت سلول های زايا صورت گرفته است، 

و همکاران دريافتند كه  Qing [38] ار داده اندبيان اين ژن را مورد بررسي قر
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PGCs  ازEBs  كشت داده شده بدست آمدند و سپس آن ها بر روی يك

لايه از سلول های گرانولوزآی تخمدان جنين كشت همزمان داده شدند. در 

و ژن خاص اووسايت از قبيل  Sycp3اين حين، افزايش ماركر ميوزی 

9GDF [39] را مشاهده كردند .kandariEs  و همکاران با بررسي اثر

فقط در گروه  GDF9رتينوئيك اسيد و استروژن دريافتند كه بيان ژن 

نسبت به ديگر گروه ها  22رتينوئيك اسيد به همراه استروژن و در روز 

        افزايش يافت. آن ها دريافتند كه اثر تركيبي اين دو مي تواند بر بيان 

. نتايج آن ها با [20] تاثير زيادی داشته باشدژن های خاص اسپرم و تخمك 

مشابه باشد.  7ز نتايج ما در گروه استروژن مي تواند تا حدودی و تا رو

ادامه يابد، ولي در كار اسکندری و همکاران  22تحقيق ما بايستي تا روز 

گروه استروژن به تنهايي مورد مطالعه قرار نگرفت و نوع سلولي كه كار بر 

 روی آن انجام شد با سلول ما متفاوت بود.

در اين مطالعه پيشنهاد مي شود كه برای تشکيل اجسام امبريوئيدی از 

استفاده شود. همچنين، بيان ژن ها  Hanging dropه های آويزان يا قطر

و بازه های زماني بيشتری در هر مرحله مورد بررسي قرار گيرد. پيشنهاد 

مي شود كه غلظت های ديگری از هورمون استروژن و رتينوئيك اسيد مورد 

 نيا افته،ي زيتما یسلول ها یپس از جداساز بررسي قرار گيرد. بهتر است

مورد  زين In vivo نديشده و فرآ قيتزر يآزواسپرم یسلول ها به موش ها

 .رديقرار گ يبررس

 

 نتیجه گیری

 يد بابا يشگاهيآزما طيسخت است و در شرا اريبس iPSCs زيكنترل تما

            سلول های زايای مادهدهد كه  يشود. شواهد نشان م يدقت بررس

و با شرايط كشت بسيار مناسب  In vitro طيدر شرا miPSCsتوانند از  يم

، In vitro طيدر شرا ايزا یو بلوغ سلول ها زيتما طي. با وجود شراابندي زيتما

نه  ی ندهيدر آ يعمل ی هيفرض كيتواند به عنوان  يگامت ها م ديتول

 كياز ژنت ينامشخص ليچندان دور در نظر گرفته شود. در هرحال، هنوز دلا

 نيتا بتوان از ا رديمورد توجه قرار گ ديوجود دارند كه با كيژنت ياپ ايو 

 يبي. اثر تركرنديها مورد استفاده قرار گ كينيدر كل یديتول یگامت ها

 4در روز  نيژن و پروتئ انيباعث ب دياس كينوئيهورمون استروژن با رت

 یو درصد سلول ها را به سمت سلول ها شد یديكشت اجسام امبروئ

 كينوئيگرفت كه با افزودن رت جهيتوان نت يسوق داد. م ی مادهديهاپلوئ

را  زيروز روند تما 4تا  0 يزمان یدر فاصله  يبررس ،هورمون  نيو ا دياس

 دهد. يش ميافزا
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