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Abstract 

Purpose: The ovary is an example of a developing tissue in which developmental prosses occur 

throughout reproductive life. We investigate the expression of GSK-3β and β-catenin- Wnt pathway 

molecules- in the rat ovary during follicular development. 

Materials and Methods: To induce follicular growth and development, 23 days old immature 

female rats were injected with 10 IU of PMSG. Forty and forty-eight hours after stimulation with 

PMSG, the sera was collected for hormone assay, and the ovary were dissected and prepared for 

immunohistochemistry(IHC(and western blot(WB). 

Results : Our IHC and WB analysis showed that the expression of pGSK-3β and active β-catenin 

was increased in PMSG primed rats in compared to  those of intact groups. However, the total 

GSK-3β and β-catenin proteins remain unchanged. 
Conclusion: The results indicate this idea that gonadotropin (PMSG), stabilized β-catenin in GSK-

3β independent manner in the rat ovary during the follicular development. 
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ي صحرايي ها  و بتا كتنين در تخمدان موشGSK-3βهاي  بررسي بيان پروتئين
 PMSGنابالغ تحريك شده با 

  **.Ph.Dآزيتا پروانه تفرشي  ،*.Ph.D بهمن زينلي ،.M.Sc*فهيمه ميرآخوري
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  88شهريور ماه : ، تاريخ پذيرش88تيرماه : تاريخ وصول

  هچكيد
 ،در اين بررسي   .پيوندد  ين در آن در تمام طول دوره توليد مثلي به وقوع مي           هاي بالغي است كه روند تكو      تخمدان از جمله بافت   : هدف

هـاي صـحرايي در طـول تكـوين           در تخمـدان مـوش     ،Wntدهـي     هاي مسير سيگنال     از مولكول  ، و بتاكتنين  GSK-3βهاي    بيان پروتئين 
  .فوليكولي مورد ارزيابي قرار گرفت

تزريق شد    به صورت درون صفاقي    ،)نابالغ( روزه   23هاي ماده      به موش  ،IU10 PMSG تحريك تكوين فوليكولي     براي :ها مواد و روش  
هـاي    هـا تـشريح و آمـاده بررسـي          آوري شـد و تخمـدان        ساعت، سرم خـون بـه منظـور سـنجش هورمـوني جمـع              48 و   40و بعد از    

 .شدند) WB(و وسترن بلات ) IHC(ايمنوهيستوشيمي 
 نـسبت  ،انـد   دريافت كردهPMSGهايي كه   فسفوريله و بتاكتنين فعال در موشGSK-3βوي بيان نشان داد كه الگWB ,IHC نتايج :ها يافته

  .مانند  و بتاكتنين تقريبا بدون تغيير باقي ميTGSK-3βهاي  در حالي كه ميزان كل پروتئين. يابد به گروه دست نخورده افزايش مي
هـاي   در طول تكوين فوليكـولي در تخمـدان مـوش   ) PMSG(ه گنادوتروپين كرد ك استنباط توان  مي آمده دست به  از نتايج:گيري نتيجه

  . استGSK-3βپايداري بتاكتنين شده كه اين امر مستقل از تغييرات صحرايي موجب 
  

   موش صحرايي،تخمداني ها  تكوين فوليكول،بتاكتنين ،GSK-3β :ها كليدواژه
  

  مقدمه
ژن  (Wntهــاي  ژن لا  در دروزوفــيWinglessبرگرفتــه از

هاي   كدكننده خانواده گليكوپروتئين  ) داران   در مهره  Integratedو
ترشحي هستند كه با اتصال بـه رسـپتور سـطح غـشايي خـود            

ــلولي   ــل س ــشار داخ ــدازي آب ــه،موجــب راه ان ــسير   ب ــام م ن
ايـن  ]. 1[شـود   مي) Wnt)Wnt signaling pathwayدهي  سيگنال
تمـايز،   جمله تكويني از هاي از مكانيسم بسياري تنظيم مسيردر

  هاي مكانيسم از بسياري و سلولي تكثير تنظيم مهاجرت سلولي،
  

  
 بـه  Wntاتصال ليگاند  .كند  مي ايفا ديگر نقش تكويني-سلولي

ــده  ــسير   ،Frizzledگيرن ــداقل دو م ــازي ح ــال س  موجــب فع
هاي مسير وابـسته بـه بتـاكتنين يـا            نام     دهي جداگانه به    سيگنال

ــسير اصــلي  ــاكتنين) Wnt) canonicalم ــستقل از بت ــسير م   و م
)non-canonical (مهار آنـزيم گليگـوژن  ،در مسير اصلي. شود مي  

منجـر بـه   ) glycogen synthase kinase-3; GSK-3β (3كينـاز  سنتتاز
  .شود و انتقال آن به هسته سلول مي پايداري بتاكتنين سيتوپلاسمي 
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در . شـود   مي Wnt هاي هدف   بتاكتنين در هسته موجب بيان ژن     
ــد  ــاب ليگان ــار  ،Wntغي ــسفوريله شــده و در اختي ــاكتنين ف  بت

  ].1[گيرد  كمپلكس تخريبي درون سلولي قرار مي
هاي  ه بر دخالت در تكوين بافتي اين مسير علاوءاعضا
هاي بالغ در پستانداران نيز        درهمئوستازي اكثر بافت   ،جنيني

 ،طورمثال در سيستم توليد مثلي ماده       به]. 3و2[دخالت دارند   
 موجـب فعـال شـدن مـسير     GSK-3βپروژسترون با كـاهش     

 شده واستروژن با انتقال بتاكتنين به هـسته         Wntدهي    سيگنال
هـاي    ا عوامل رونويسي موجب بيـان ژن      و ايجاد كمپلكس ب   

هـا در     دانيد استروژن   طور كه مي    همان. شود  هدف مربوط مي  
هاي فوليكولي و در نتيجه پيشبرد تكوين  رشد و تكثير سلول

ايـن اطلاعـات بيـانگر اهميـت        .ثر هستند ؤفوليكولي بسيار م  
 توسط عوامل اندوكريني Wntسازي مسير سيگنال دهي     فعال

پروژسترون در سيستم توليد مثلـي مـاده و   چون استروژن و   
اعـضاي خـانواده    ]. 4[هاي تخمداني اسـت       تكوين فوليكول 

هاي ضـروري در ارگـانوژنز و          علاوه بر نقش   Wntپروتئيني  
 بــراي تمــايز و عملكــرد ،هــاي مــاده توليــد مثــل درمــوش

در مراحـل مختلـف     . هاي تخمداني نيز ضروري است      سلول
 و تـشكيل جـسم زرد   تخمـك گـذاري   ،تكـوين فوليكـولي  

 در  Wntهاي كد كننـده انـواع         الگوهاي بياني متفاوتي از ژن    
ــي   ــشاهده م ــدان م ــود  تخم ــدها و  ] . 5و 3[ش ــان ليگان بي

 در مراحـل    Wntرسپتورهاي مختلف مـسير سـيگنال دهـي         
مختلف تكوين فوليكولي در تخمدان جوندگان ثابـت شـده          
است كـه نـشانگر عملكردهـاي متعـدد و مهـم ايـن مـسير                

بـا توجـه بـه شـواهد        ]. 6[يگنال دهي درتخمـدان اسـت       س
 و اعضاي Wnt مسير ،رسد نظر مي موجود ذكر شده در بالا به

هـاي    هـاي تخمـداني نقـش       آن در تكوين و عملكرد سـلول      
كند ولي هنوز اطلاعات كافي در اين زمينـه      را ايفا مي    مهمي  

  .وجود ندارد
ز قبيـل    در روندهاي تكويني متعـدد ا      Wntاعضاي خانواده   

 تمايز سلولي و    ،آپوپتوز سلولي /  تكثير ،تنظيم مهاجرت سلولي  

امـا  . الگوسازي بافتي در حشرات و مهـره داران دخالـت دارد          
هاي پايين دست     هنوز اطلاعاتي در مورد تغييرات بيان مولكول      

.  در تخمدان و طي تكوين فوليكولي وجـود نـدارد          Wntمسير  
 و GSK-3βهــاي  ينبنــابراين در پــژوهش حاضــر بيــان پــروتئ

بـا  .  هستند، بررسي شـد    Wntبتاكتنين كه از اعضاي مهم مسير       
ــادوتروپين   ــتفاده از گن  PMSG)pregnant mare’s serumاس

gonadotropin (   هــاي  تكـوين فوليكـولي را در تخمــدان مـوش
 و بتـاكتنين    GSK-3βصحرايي نابالغ تحريك و بيـان پروتئينـي         

  .بررسي شد
  

  ها روش و مواد
 ازي نمونهآماده س

 Wistar روزه نابالغ نژاد     23هاي ماده    در اين مطالعه رت   
 در شـرايط     حيوانـات  اسـتفاده و  ) از انستيتو پاستور ايـران    (

، ) سـاعت روشـنايي    12 ، ساعت تـاريكي   12( استاندارد نور 
 تعـداد   .ند نگهداري شد  گراد   درجه سانتي  25 درجه حرارت 

 هر آزمايش   حيوانات در هر گروه آزمايشي پنج عدد بوده و        
هـاي مـورد      گـروه . با حداقل سه بار تكرار انجـام پـذيرفت        

، بـه   PMSGبدون تزريق   (بررسي شامل گروه دست نخورده      
. بـود ) PMSGبا تزريق   (و گروه تجربي    ) عنوان گروه كنترل  

هـاي مـورد آزمـايش        موش ،براي تحريك تكوين فوليكولي   
IU10 PMSGــه ــد   ب ــت كردن . صــورت درون صــفاقي درياف
هـا خـارج و        تخمـدان  ،PMSG ساعت بعد از تزريق      48و40

بـا    هـاي ايمنوهيـستوشيمي       يكي از آنها براي انجام بررسـي      
 درصد تثبيت شـد و تخمـدان ديگـر بـراي            4پارافرمالدهيد  
درجـه  – 70در ازت مـايع فريـز و در دمـاي     وسترن بلات

  .گراد نگهداري شد سانتي
  

  هيستولوژي
  خـارج و بـا     هـا  انتخمـد  ،PMSG ساعت بعـد از تزريـق        48

  پس از مراحل.  شدشناسي تثبيت  براي مطالعات بافتمحلول بوئن
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هاي پارافيني تهيـه و        بلوك ،سازي و پارافين گيري     شفاف ،آبگيري
 )H&E (ائـوزين  – هماتوكسيلين    ميكرومتري با روش   7هاي   برش
 400 -600(ي آنترال با قطرهاي ها  فوليكول سپس .آميزي شد  رنگ
) آنترال بزرگ = مترميكرو 600 -1000نترال كوچك و   آ = مترميكرو

هاي حاوي هسته اووسـيت       در اين بررسي فوليكول   . شمارش شد 
 برش يكـي شـمارش شـد تـا بـدين ترتيـب از دو بـار                  10از هر   

 70اي به قطـر      شمارش يك فوليكول آنترال بزرگ كه تقريباً هسته       
  ].7[ميكرون دارد، جلوگيري شود

 
  ر خوناستراديول د -β١٧سنجش 

 در پيشبرد القـا     PMSGه منظوراطمينان از موفقيت تزريق      ب
 سنجش سطح استراديول از قلب حيوانات       ،و تكوين فوليكولي  

 PMSGقبل از تزريق     ،ليتر خون   ميلي 5/1مورد آزمايش حدود    
ــق  48و 16،28،40 و   . انجــام گرفــت آنســاعت بعــد از تزري

اري  ساعت در يخچال نگهـد     2آوري شده به مدت      خون جمع 
   دقيقـه در دمـاي     10 بـه مـدت      3000-2500 بـا دور     سپسو  
سـانتريفوژ شـد و از سـرم رويـي بـراي            گـراد      درجه سانتي  4

ــنجش  ــه   -β17ســ ــون بــ ــتراديول خــ  CIA روش اســ
)Chemiluminescence immunoassay ( شداستفاده.  

  
  و ايمنوفلورسنت ايمنو هيستوشيمي

 فـاز تكـوين   (PMSG ساعت پس از  48 و 40ها     تخمدان
 درصـد تثبيـت شـد    4خارج و با پارافرمالدهيـد   )فوليكولي

هـاي    ها با توجه به افزايش استراديول و آناليز         اتخاذ ساعت (
انـد كـه     است كه نشانگر فاز تكوين فوليكـولي        هيستوشيمي  

هـاي پـارافيني     سپس از قالب،)مد نظر پژوهش حاضر است    
هـاي     ميكرومتـري تهيـه و روي لام       7هـاي     برش ،تهيه شده 

 ،بعد از مراحل آبگيري   . پوشش يافته با ژلاتين چسبانده شد     
هـا بـراي بازيـابي         نمونـه  ،شفاف سـازي و پـارافين زدايـي       

   درجـه  90 دقيقـه در بـافر سـيترات         20ژني بـه مـدت       آنتي
  

 ها سپس درمحلول بلوك كننده     برش.  قرار گرفت  گراد  سانتي

(BSA) Bovine serum Albumin   و (PBS) Phosphate Saline Baffer 
پـس  . به مدت يك ساعت در دماي اتـاق قـرار گرفـت             درصد 3

 GSK-3βبـادي اوليـه    ها بـا آنتـي    برش،PBSازشستشو با محلول 

(Santa cruz) total phosphor&،-catenin (Sigma)βpan،active β-

catenin (Up state)قـرار داده  گـراد   درجه سـانتي  4 يك شب در
 به منظور مهـار فعاليـت       ،PBSپس ازشستشو با محلول     . شد

 دقيقـه در دمـاي      10ها به مدت       نمونه ،هاي آندوژن   پراكسيد
 درصـد در متـانول      3معمولي اتاق بـا هيـدروژن پراكـسيداز       

 LSABبـادي ثانويـه كيـت    ها با آنتي سپس برش. انكوبه شد

(Dako)) labeled streptavidin biotin (   به مدت يـك سـاعت
 آشـكار سـازي بـا    ،ستشوپس ازش. در دماي اتاق انكوبه شد   

 6، بــه مــدت (DAB)اســتفاده از نــشانگر دي آمينوبنزوئيــد 
بادي ثانويـه    براي ايمنوفلورسنت از آنتي   . دقيقه انجام گرفت  

جاي كيت  به) FITC) Fluorescein Isothiocyanateهمزمان با 
LSAB    آميزي مضاعف با رنگ هوخست       استفاده شد و رنگ

)Hoechst (mg/ml; Calbiochem) 5/0 (انجام شد.  

  
 وسترن بلات

 ، و بتـاكتنين   GSK-3βهـاي     پـروتئين   براي تشخيص كمي    
 RIPA( (Radio(هاي فريز شده را در بـافر ليزكننـده    تخمدان

Immunoperecipitation assay)، ليــز كــرده وبعــد از ســنجش 
ــروت  ــت پ ــورد  dغلظ ــه روش برادف ــن ب ــزان ،]8[ي  ازμg50 مي

 درصد تفكيك   10اميد   ژل آكريل هاي استخراج شده روي       پروتئين
بـه منظـور حـذف اتـصال        . و به غـشاي نيتروسـلولز منتقـل شـد         

) درصـد Sigma، BSA3(غشا بـا محلـول بلاكينـگ     ،غيراختصاصي
هاي اوليـه و ثانويـه طبـق          بادي انكوباسيون غشا با آنتي   . انكوبه شد 

) Pierce(آشكارسازي نهايي توسط كيت     .  صورت گرفت  1جدول
ECL(Enzymatic chemiluminescent) ــيلم انجــام و نتيجــه روي ف
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براي اطمينان از ميزان پروتيين انتقـال داده        . شدعكاسي ظاهر   
 ,Panهـاي   بـادي   غشا استريپ شد و بـا آنتـي  ،شده روي ژل

Total  بررسي دانـسيمتري ميـانگين بانـدهاي بـه         .  انكوبه شد
  . انجام شدScionدست آمده توسط برنامه 

 
 آناليز آماري

ــايج ــرونت ــه گ ــاي ه هم ــرله ــتفاده   كنت ــا اس ــي ب  و تجرب
بــراي مقايــسه .  شــدتجزيــه و تحليــل SPSSافزارآمــاري  نــرم

 سـطح    و شـد   اسـتفاده  Anova آزمـون    ها از   اختلاف بين گروه  
صـورت   ها بـه     داده . در نظر گرفته شد    05/0داري كمتر از     معني

SEM) ± (Mean ــست ــراي .ندهـ ــال بـ ــ زيآنـ ــاي كمـ  جينتـ
ــمونوهيا ــ ،يميستوشي ــكوپي صاويرت ــراي ميكروس ــانم ب  خ

 توسـط  كمـي  آنـاليز  و ارسال ]9[ (Kaczmarek) كازمارك دكتر
  ..پذيرفت صورت ايشان

 ها يافته
 ها مقايسه وزن و اندازه تخمدان

ــه  ــايج ب ــده   نت ــت آم ــق   دس ــه تزري ــشان داد ك   PMSGن
ــزايش وزن   ــب اف ــورده (موج ــت نخ و mg 83/0 ±9/12: دس

ــي ــدازه ) mg 33/2± 6/24 :تجربـ ــورده (و انـ ــت نخـ   :دسـ

µm 151,37 ±2076    و تجربيµm 75/74± 8/3102 (هـا   تخمدان 
 .)B,C،نمودار1شكل (شده است 

  

شناسي و شـمارش فوليكـولي و        مقايسه بافت 
  سنجش هورموني

ــايج شــمارش فوليكــولي ــزايش، نت ــسيار معنــي  اف داري ب
)P<0.005 (ــول ــداد فوليك ــي  در تع ــروه تجرب ــرال گ ــاي آنت   ه
)per ovary 5831/ 0±8/10 (    نسبت به گـروه دسـت نخـورده
)per ovary 4743/0±5/3 (دهد نشان مي)   3و 2شـكل هـاي .(

  

  
  

  

  
  

و ) سمت چپ(تخمدان گروه دست نخورده ) A. دست نخورده در گروه تجربي و گروه PMSGتزريق  بعد از  ساعت48 اندازه تخمدانوزن و مقايسه  .1شكل 
نسبت طور چشمگيري    هاندازه تخمدان در گروه تجربي ب     وزن و   شود      طور كه مشاهده مي     همان .اندازه تخمدان ) Cن   تخمدا  وزن )B ).سمت راست (گروه تجربي   

  .)p>0.005: Exp. Vs. intact ( يافته استبه گروه دست نخورده افزايش
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 48  در گروه تجربي و دسـت نخـورده        ي آنترال ها  تعداد فوليكول  .2شكل  

هاي در حـال رشـد افـزايش          داد فوليكول تع. PMSGساعت بعد از تزريق     
 .دهد دار در تخمدان گروه تجربي نسبت به دست نخورده را نشان مي معني

(***p<0.005: Exp. Vs. intact),(n=5)  
 

  
  

 رنگ آميزي شده با روش      هاي تخمداني  فوتوميكروگراف از برش   .3شكل  
H&E، 48تزريق  بعد از  ساعتPMSG  دسـت  در گروه تجربي و گـروه 
 :AF(تخمدان گروه تجربي ) B تخمدان گروه دست نخورده، )A. نخورده

 نسبت به دست نخورده گروه تجربيها در  اندازه فوليكول). فوليكول آنترال
هـاي    طوري كه در گـروه دسـت نخـورده فوليكـول           افزايش يافته است، به   
  ). ميكرون500: بار(شوند  بزرگ مشاهده نمي

  
 اوليه و پري آنترال گـروه       -غازينهاي آ   گرچه تعداد فوليكول  (

داد امـا از نظـر        دست نخورده نسبت به كنترل كاهش نشان مي       
  ).اند ها نشان داده نشده دار نبود، بنابراين داده آماري معني
 قبـل از     نتايج سـنجش سـطح اسـتراديول خـون         ،همچنين

سـاعت   48و 40 ،16،28 و) PMSG) pg/ml69/0± 7/2تزريـق  
 pg/ml 7/2±(رتيـب از چـپ بـه راسـت          آن به ت  بعد از تزريق    

427، pg/ml 19,6 ±175، pg/ml 4 ± 147،pg/ml 2± 6/4(، 
 پيـشرفت   - PMSGنشان داد كه بـا گذشـت زمـان از تزريـق             

. يابـد    سطح استراديول خون نيز افزايش مي      -تكوين فوليكولي 
شود اين افزايش در دو      مشاهده مي) 4شكل  (طور كه در     همان

  .تر است مشهود48 و 40ساعت 

 
  

  قبـل از تزريـق     استراديول در گروه تجربي    بتا 17 غلظت هورمون . 4شكل  
PMSGساعت پس از تزريق      48 و   16،40 و PMSG. 17 غلظت هورمون 

هـا بـه    داده .يابـد  تـدريج افـزايش مـي    بـا گذشـت زمـان بـه    اسـتراديول  بتا
  .) (P<0.05 , n=5هستند (SEM± mean)صورت
  

 ترن بلاتو وس نتايج ايمونوهيستوشيمي 
دسـت نخـورده، بررسي ايمنوهيستوشيمي درگروه تجربـي و

 گرانولـوزا و اسـتروماي      ،هاي تكـا     در سلول  GSK-3βنشان داد كه    
فـرم فـسفريله (pGSK-3βبيـان   . شود  هاي آنترال ديده مي    فوليكول
GSK-3β (      طـور بـسيارضعيف     در تخمدان گروه دست نخورده بـه

 شـدت رنـگ،وه تجربـي مشاهده شد در حالي كه در تخمدان گر 
همچنين در گروه تجربي    . آميزي بيشتر از گروه دست نخورده بود      

 كـاهش بيـانPMSGسـاعت پـس از   40 ساعت نسبت بـه  48در  
pGSK-3β  بيان  .  مشاهده شدpGSK3β  هـاي    در فوليكـول  ويـژه      بـه

علاوه الگوي بيـان     به. شديدتر از ساير انواع فوليكولي است      آنترال
pGSK-3β  وGSK-3β تخمدان از نظر مكاني مـشابه بـوده ولـي            در 

GSK-3β نسبت بـه     pGSK3βشدت رنگ آميزي ايمنوهيستوشيمي   

-pGSK ايمنوهيستوشيمي  هاي كمي     بررسي). 5شكل(ضعيفتر است   

3β  توســط روشspatial visualizationنيــز نــشان داد كــه در 
طور  به pGSK-3β، بيان   PMSGساعت پس از    40هاي تجربي     نمونه
 48بيشتر از سـاعت     ) IHC.score 03/73 ± 43/1179(ري  دا معني

)IHC.score 64/47 ± 14/364 (       و نيز گروه دست نخورده اسـت
  ).6شكل (
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-GSKتكنيك ايمونوهيستوشيمي جهت تـشخيص پـروتئين    ي گروه دست نخورده و تجربي رنگ آميزي شده با استفاده ازها موشفتوميكروگراف از تخمدان  .5شكل 

3β  ،40ساعت پس ازتزريق48  و   PMSG .A  ( بيانp GSK-3βدست نخورده  تخمدان گروه، B ( بيانp GSK-3βساعت پس از ازتزريـق  40تجربي  تخمدان گروه
PMSG،C (  بيانpGSK-3βساعت پس از ازتزريق     48 تخمدان گروه تجربيPMSG، D,E (  بيانtGSK-3β        تخمدان گروه دست نخورده و تجربي )G-   لايه گرانولـوزا  

 بافـت روده  H, (TGSK-3β بافت روده بعنوان كنترل مثبـت  G (p GSK-3β ،كنترل منفي بافت تخمدان) F ،) استروما-s كومولوس اووفروس و -coc ، لايه تك-Tو 
 48 قابل تـوجهي نـسبت بـه     افزايشPMSG ساعت پس از40ي گروه تجربي ها موش درتخمدان p GSK-3βميزان بيان . كنترل منفي بافت روده) I ،بعنوان كنترل مثبت

  ). ميكرون250: مقياس  (باقي مانده است بدون تغيير tGSK-3βساعت و گروه دست نخورده يافته است درحالي كه بيان 
  

بيـان   همچنين با استفاده از روش وسترن بلات ميزان كمـي    
 بيـان  كـه نتـايج حاصـله نـشان داد        . ها بررسي شد    اين پروتيين 

pGSK-3β بيان به نسبتtGSK-3β نخورده دست گروه در 
 ـ درگـروه  و 7 ± 98/0 سـاعته 40ي تجرب درگروه صفر، ي  تجرب

 ،توسط ايمونوفلورسـنت  ). 7شكل( باشد مي 5±09/1 ساعته48
و 40 تجربـي  ،هاي گروه دست نخورده     ن درتخمدان بتا كتني بيان  

صورت غشايي و سيتوپلاسمي در       بررسي و بيان بتاكتنين به     48
تفـاوت الگـوي    . و لايه تكا مـشاهده شـد      هاي گرانولوزا    سلول

 و نيـز دسـت نخـورده    48 و40قابل توجهي بين گروه تجربـي     
 ،هاي آغـازين  علاوه درهر دو گروه در فوليكول      به. مشاهده نشد 

هاي كوچك بيـان بتـاكتنين در هـسته           آنترال و آنترال    پري ،اوليه
 ، فعــالبتــاكتنينبيــان  ).8شــكل(اووســيت نيــز مــشاهده شــد 

 در تخمـدان گـروه      ،اسـت   اي و سيتوپلاسـميهـستهصورت   به
صــورت سيتوپلاســمي در  تجربــي بيــان ضــعيف آن بيــشتر بــه

هاي گرانولوزا و بيشتر در لايه تكا مـشاهده شـد و بيـان                سلول
هـاي فوليكـولي      هـاي سـلول     اي آن در معدودي از هـسته       هسته

  در تخمدان گروه دست نخورده بيان بتاكتنين فعال       . مشاهده شد 
  

لولـه گـوارش   (ده نشد در حالي كه در نمونه كنترل مثبت         مشاه
طــور قــوي مــشاهده شــد  بيــان آن بــه)  روزه13جنـين مــوش  

نتايج وسترن بلات نيز نـشان داد كـه بيـان بتـاكتنين             ). 9شكل(
 48فعال در تخمدان گروه تجربي قابل توجه بوده و در نمونـه             

 active/pan( سـاعت  40بيشتر از ) active/pan56/1+10(ساعته 

 بيان ميزان كل پروتيين بتـاكتنين در  ،همچنين. است )88/0+2/7
  ).10شكل (دهد  ها تفاوتي را نشان نمي بين نمونه

 در هر دو گـروه تجربـي        pGSK-3β ايمنوهيستوشيمي   آناليز كمي  .6شكل    
. دهـد     داري را نـشان مـي        نسبت به دست نخـورده افـزايش معنـي         48و40

 افـزايش موجـود     48 نسبت به گـروه تجربـي        40همچنين در گروه تجربي   
 , n=5 هـستند ) SEM+mean( هـا بـه صـورت     داده .داري اسـت  معنـي 

(***p<0.005 = Exp 40,48 vs. intact) ,.   

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir
www.sid.ir


  انو همكارفهيمه ميرآخوري   20

  89 بهار، 30 تم، شمارهشال هسمجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، 

20 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

هـاي سـمت چـپ     بـلات طور كه در ايمنو  همان . PMSG ساعت پس از تزريق  48 و   40، بافت تخمدان گروه تجربي      GSK-3β وسترن بلات پروتئين     .7شكل  
.  سـاعت يافتـه اسـت   48 افزايش قابل تـوجهي نـسبت بـه    PMSG ساعت پس از40هاي گروه تجربي   درتخمدان موشp GSK-3βكنيد ميزان بيان  مشاهده مي

 =p<0.005***) .دهـد  صـورت عـددي نـشان مـي     هـا را بـه   نمودار سمت راست نتايج دانسيمتري شـده بانـد  . ماند  بدون تغيير ميTGSK-3βدرحالي كه بيان 
Exp.40,48 vs. intact and *p<0.01= Exp.40 vs Exp.48(  

  
  
  

  

  
  
 تشخيص پروتئين بتاكتنين براي ايمونوفلورسنت روش ي گروه دست نخورده و تجربي رنگ آميزي شده با استفاده ازها موشفتوميكروگراف از تخمدان  .8شكل 

، ) لايه تك-T لايه گرانولوزا و -G(PMSساعت پس از ازتزريق 40تخمدان گروه تجربي) Bدست نخورده،  وهتخمدان گر) PMSG .A   ساعت پس ازتزريق48 و 40
C (  ساعت پس از ازتزريق      48تخمدان گروه تجربي PMSG) هسته اووسيت  -فلش (، D (   عنوان كنترل مثبت،     هبافت خارج تخمدان بE (     كنترل منفي بافـت تخمـدان، F (

  ). ميكرون250: مقياس (هاي گروه تجربي و دست نخورده تقريباً يكسان است   ميزان بيان بتاكتنين درتخمدان موش.آميزي مضاعف با هوخست رنگ
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ايمونوهيستوشيمي جهت تشخيص پروتئين بتاكتنين فعال  روش زي گروه دست نخورده و تجربي رنگ آميزي شده با استفاده اها موشفتوميكروگراف از تخمدان  .9شكل 
) B، ) ميكـرون 62/ 5مقياس (عنوان كنترل مثبت به) هاي اپيتليال لوله گوارش  سلول-فلش(مقطع بافتي از لوله گوارش جنين موش) PMSG .A  س ازتزريق ساعت پ40

 125قيـاس  م) ( لايـه تـك  -T لايـه گرانولـوزا و   -G(PMSGساعت پـس از ازتزريـق   40تخمدان گروه تجربي) C ،) ميكرون250مقياس (دست نخورده  تخمدان گروه
  .هاي گروه تجربي نسبت به دست نخورده افزايش يافته است ميزان بيان بتاكتنين فعال درتخمدان موش.  ميكرون25 با مقياس D (C ،)ميكرون
  

  
  

متري شـده بانـدها در   طور كه از نتايج دانسي همان . PMSG ساعت پس از تزريق 48 و 40 وسترن بلات پروتئين بتاكتنين، بافت تخمدان گروه تجربي        .10شكل  
 سـاعت  48 نـسبت بـه   PMSG سـاعت پـس از  48ي گروه تجربي ها موشدرتخمدان ) anti-ABC( ميزان بيان بتاكتنين فعال   ،نمودار سمت چپ مشخص است    

  .)p<0.005 vs. intact and *p<0.01 vs Exp.48***)بدون تغيير مانده است ) pan β-catenin(افزايش يافته است درحالي كه ميزان كل پروتئين بتاكتنين 
  

  بحث

 و رسـپتورهاي آن در تخمـدان        Wntهاي    از آنجا كه مولكول   
اهميـت ايـن مـسير درتكـوين و عملكـرد       و] 6[شـوند   مـي  بيان

، ]10[هاي تخمداني توسط محققين گزارش شده اسـت           فوليكول
بنابراين در پژوهش حاضر بيان دو عضو مهم از اين مـسير يعنـي         

GSK-3β    هاي صحرايي تحريك شده      در تخمدان موش   و بتاكتنين
دست آمده نـشان داد      نتايج به .  بررسي شد  PMSGبا گنادوتروپين   

 ،هـا در تخمـدان      كه با القاي رشد فوليكولي توسط گنـادوتروپين       
 نسبت بـه گـروه دسـت نخـورده          GSK-3βميزان فسفوريلاسيون   

ن همچنين بيان بتاكتنين فعال شده در مدل تخمدا       . يابد  افزايش مي 
كار رفته در اين بررسي نيز بـا گذشـت            به PMSGتحريك شده با    
  افـزايش  ، متناسب بـا افـزايش اسـتراديول       PMSGزمان از تزريق    

هاي گروه دست نخورده    يابد و اين در حالي است كه تخمدان         مي
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  .دهد هيچ بياني از اين دو پروتئين را نشان نمي
ي ها نقـش اساسـي در عملكـرد و پـاتولوژ            گنادوتروپين

   نيتكـــو كيـــتحر و القـــا بـــراي. تخمـــدان دارنـــد 
 يـك  كـه  PMSG از معمـولأ  نابـالغ ي  هـا  مـوش ي  كوليفول

 وابسته  PMSGفعاليت  . شود مي استفاده است، تروپين گنادو
  هـاي   گنـادوتروپين به گونه بوده و قابـل مقايـسه بـا عملكـرد             

FSH (follicle stimulating hormone) و LH (luteinizing hormone) 
 عامـل  نيگنـادوتروپ  يـك  عنوان بهتواند     مي PMSGلذا  . تاس

نتايج ايـن   ]. 11[مسيرهاي توليد مثلي باشد      اتقاءي  برا مناسبي
 ،هـاي نابـالغ      بـه مـوش    PMSGكه تزريق    بررسي نيز نشان داد   
هـاي در حـال        اندازه و تعـداد فوليكـول      ،موجب افزايش وزن  

تـايج  ن. شـود   رشد و در نتيجه تحريك تكـوين فوليكـولي مـي          
سنجش هورموني نيز نشان داد كه به مرور و با گذشت زمـان              

 سطح استراديول خون نيز همراه با پيـشرفت         ،PMSGاز تزريق   
هـاي صـحرايي      در مـوش  . يابـد   تكوين فوليكولي افزايش مـي    

تيمار شـده بـا نـوعي گنـادوتروپين نيـز سـطح               هيپوفيزكتومي  
د افزايش يافته   تدريج از زمان تزريق تا دو روز بع        استراديول به 

و 12[گـردد     و از آن پس تا روز چهارم به سطح اوليه بـاز مـي             
هاي انجـام شـده در زمـان       بنابراين در اين تحقيق بررسي    ]. 13

تزريق و       صورت  PMSGساعت پس از تزريق     48 و   40قبل از
گرفت يعني در فاز رشد و تكثير فوليكولي كه برابـر بـا زمـان               

  .افزايش استراديول خون است
 امـري   ،چه كنترل هورموني رشـد و تكـوين فوليكـولي         گر

بديهي و پذيرفته شده است امـا در مـورد مكانيـسم مولكـولي              
بـه تـازگي    . درگير در آن اطلاعات بـسيار انـدكي وجـود دارد          

 و  GSK-3βگزارش شده است كـه اسـتراديول از طريـق مهـار             
و موجب پايـداري    ] 14[ايجاد كمپلكس با بتاكتنين عمل كرده       

ــاكت ــي بت ــسته م ــه ه ــال آن ب ــايج ]. 15و14[شــود  نين و انتق نت
 ، اين تحقيـق نيـز  pGSK -3βو وسترن بلات  ايمنوهيستوشيمي 

هاي تحريـك شـده بـا گنـادوتروپين           افزايش بيان را در نمونه    
يـد اثـر    ؤم ـدهـد كـه       نسبت به گروه دست نخورده نـشان مـي        

 طــي رونــد GSK-3β در فــسفوريلاسيون PMSGگنــادوتروپين 
نتايج وسـترن بـلات در ايـن تحقيـق          . ليكولي است تكوين فو 

نشان داد كه بيان بتاكتنين با گذشـت زمـان تزريـق و افـزايش               
افـزايش  )  سـاعته  40 ساعته نسبت به     48در(تكوين فوليكولي   

در حالي كه در نمونه تحريك نـشده بـا گنـادوتروپين     . يابد  مي
 بـا   اين نتايج قابل مقايسه   .  بياني مشاهده نشد   ،)دست نخورده (

ــزارش ــق    گ ــتراديول را از طري ــه عملكــرد اس ــايي اســت ك ه
هـاي    هاي نوروبلاستوما و نورون     سازي بتاكتنين در سلول    فعال

همچنين گزارش شده اسـت  ]. 15[ اند قشري مغز معرفي كرده
هـا عملكـرد اسـتراديول وابـسته بـه زمـان و               كه در اين سلول   

ر  اســت ونيــز تيمــاWnt-3aغلظــت بــوده و مــشابه بــا تيمــار 
موجب افزايش تجمع بتـاكتنين           سلول هاي مذكور با استراديول
نتايج بررسي حاضـر نيـز نـشان داد كـه گرچـه             ]. 15[شود    مي

 پـس از    48 و   40 در هـر دو سـاعت        GSK-3βفسفوريلاسيون  
 كـه سـطح     48شود امـا در سـاعت          مشاهده مي  PMSGتزريق  

 بتـاكتنين فعـال     ، اسـت  40استراديول خـون بيـشتر از سـاعت         
توان پيشنهاد كرد كه بتاكتنين       بنابراين مي . شود  ري بيان مي  بيشت

و از طريـق افــزايش اســتراديول   GSK-3βمـستقل از تغييــرات  
هـاي فوليكـولي      فعال و پايدار شده و با ورود به هسته سـلول          

 (Rider)ريـدر   .. شود  موجب القاي پيشبرد تكوين فوليكولي مي     
 ، در بافت رحـم     نيزنشان دادند كه   2006و همكارانش در سال     

 از طريـق    Wntپروژسترون موجب شروع مـسيرسيگنال دهـي        
 شده ولي انتقال بتاكتنين به هسته و پايـداري آن           GSK-3βمهار  

نتايج مطالعه حاضر نشان داد كـه       ]. 4[نيازمند استراديول است    
هاي فوق در بافت تخمدان نيـز قابـل تعمـيم اسـت و               گزارش

اين بافت نيز گنادوتروپين با     توان چنين پيشنهاد كرد كه در         مي
 بـوده امـا ادامـه مـسير         Wnt شروع كننده مسير     βGSK-3مهار  

همچنين گزارش شده اسـت     . است وابسته به ميزان استراديول   
بـه تكثيـر و تمـايز توسـط           هـاي رحمـي       كه تحريـك سـلول    

]. 4[شــود   موجــب افــزايش تجمــع بتــاكتنين مــي،اســتراديول
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نـشان داد كـه بـا           هاي انجام شده در ايـن تح        بررسي قيـق نيـز
  افزايش سـطح اسـتراديول خـون ميـزان بيـان بتـاكتنين فعـال               

 پـن و وونـگ      ،نتايج بررسـي حاضـر    ييد  أدر ت . يابد  افزايش مي 
(Wong & Pon) هـا   نشان دادند كه گنـادوتروپين  2006 در سال

هـاي اپيتليـوم سـطحي        موجب فعال سازي بتاكتنين در سـلول      
]. 16[شـوند    مـي )OSE-Ovarian serface epitelium(تخمـدان  

هـاي حاضـر نـشان دهنـده اهميـت            مقايسه اين نتايج با يافتـه     
هاي   كنش استراديول با بتاكتنين در پيشبرد تكوين فوليكول        ميان

تخمداني است اما پيدا كردن مسير عملكردي دقيق درگيـر در           
هـا و تـداخلات متعـدد مـسيرهاي           آن با توجـه بـه پيچيـدگي       

ت و نيازمنـد  بسيار سخ in vivo  در سيستميژهو سيگنال دهي به
  .تحقيقات بيشتر است

هاي حاضر نشان دهنده اين مطلـب اسـت كـه             در مجموع يافته  
هـا از طريـق افـزايش اسـتراديول موجـب پايـداري و                گنادوتروپين

همچنين با  . شود  سازي بتاكتنين و پيشرفت تكوين فوليكولي مي       فعال
 pGSK-3β  پيشنهاد كرد كه گرچـه بيـان       توان  ها مي   توجه به اين يافته   

ها دسـتخوش تغييـر    بواسطه گنادوتروپين در طول تكوين فوليكولي
متناسب بـا               مي شود اما فعال سازي بتاكتنين مستقل از اين تغييرات و

ها همچنين نقش احتمـالي مـسير         اين يافته . افزايش استراديول است  
هاي تخمداني    كولرا در القاي رشد و تكوين فولي       Wntسيگنال دهي   

  .دهد ها نشان مي توسط گنادوتروپين
  

  تشكر و تقدير
تكويني سـركار خـانم شـيخ        -از كارشناس آزمايشگاه سلولي   

هايشان و از خانم       آقاي دكتر شاهرخ صفريان بابت راهنمايي      ،پور
براي آناليز ايمونوهيستوشيمي  دكتر نهايت تـشكر   الزبيتا كازمارك

ك و هزينه مالي پرديس علـوم دانـشگاه         اين طرح با كم   . را داريم 
  .تهران انجام يافته است
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