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Abstract 

Purpose: To compare the effect of laminin and gelatin on short-term culture of spermatogonial 

stem cells (SSCs) from neonatal mouse testes. 

Materials and Methods: Cell suspension containing SSCs were isolated from testes of 6 day-old 

mice and cultured in the presence of Glial-derived neuroterophic factor (GDNF), Epidermal Growth 

Factor (EGF) and Basic Fibroblastic Growth Factor (bFGF) on laminin- and gelatin- coated plates 

for 9 days. Number and area of colonies were measured in 5th, 7th and 9th days after culturing. At 

9th day Immunostaining was used to detect expression of SSC markers, α6-Integrin and β1-

Integrin. moreover,  the colonies were harvested and the percentage of α6-Integrin and β1-Integrin 

positive cells was assessed by flowcytometery in both groups. 

Results: Immunostaining analysis showed that our culture system contained SSC colonies as they 

were positive for α6-Integrin and β1-Integrin. Additionally, the number of colonies those were 

formed on laminin were significantly higher in comparison with those of other group. but colony 

area was higher on gelatin. There was no significant difference in percentage of cells that expressed 

α6-Integrin, β1-Integrin detected by flowcytometry in both groups. 

Conclusion: laminin as extracellular matrix cause to increase the number of  neonate 

spermatogonial colonies and decrease the area of them (P≤0.05). 
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  هچكيد
  هاي برون سلولي لامينين و ژلاتين بر كشت كوتاه مدت سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني نوزاد موش  مقايسه اثر ماتريكس:هدف

ظـروف كـشت      روزه جـدا شـده و در       6 از بيضه مـوش      (SSCs) هاي بنيادي اسپرماتوگوني     سوسپانسيون حاوي سلول   :ها  مواد و روش  
 GDNF) Glial derivedطـور جداگانـه در حـضور فاكتورهـاي رشـد       ل آمـاده شـده بـود، بـه    پوشيده با لامينين و ژلاتـين كـه از قب ـ  

neuroterophic factor(، EGF)  (Epidermal Growth Factorو  Basic Fibroblastic Growth Factor) bFGF    بـه مـدت نـه روز  
گيري شـد، همچنـين        ونهم در هر گروه اندازه     ها در روزهاي پنجم ،هفتم       تشكيل شده و مساحت آن     SSCهاي    تعداد كلوني . كشت شد 

 در هـر دو     α6-Integrin  ،β1-Integrinآميزي ايمونوفلورسنت براي بررسي كيفـي بيـان نـشانگرهاي             در روز نهم پس از كشت از رنگ       
  .گروه استفاده شد و درصد بيان نشانگرهاي فوق با استفاده از آزمون فلوسايتومتري مقايسه شد

.  مثبت بود  α6-Integrin /β1-Integrin براي نشانگرهاي      و SSCsها متشكل از        زي ايمونوفلورسنت نشان داد كه كلوني     آمي   رنگ :ها  يافته
، داري نسبت به ظروف كشت پوشيده با ژلاتين بيشتر بود طور معني  ههاي ايجادشده روي ظروف كشت پوشيده با لامينين ب          تعداد كلوني 

 براسـاس نتـايج فلوسـايتومتري درصـد         .داري نسبت به گروه ژلاتين داشت        لامينين كاهش معني   ها در گروه    كه مساحت كلوني    درحالي
  .داري نداشتند ها طي كشت در دو گروه تفاوت معني هاي بيان كننده اين ژن سلول
داري موجـب    هاي اسپرماتوگوني نوزاد موش بـه صـورت معنـي            استفاده از ماتريكس برون سلولي لامينين در كشت سلول         :گيري  نتيجه

  ).p≤0.05(شود  ها مي  و در عين حال كاهش مساحت آنSSCهاي   افزايش تعداد كلوني
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  مقدمه
اســاس ) SSCs(هــاي بنيــادي اســپرماتوگوني  ســلوله مطالعــ

هـاي    مطالعات اسپرماتوژنزيز و يافتن راه درمـاني بـراي نابـاروري          
 پيوند و انجماد اسپرماتوگونى، هاى سلول كشت امروزه مردان است،

 هاى سلول بيولوژى توان مى آن كمك به كه است راه جديدى ها آن

 بررسـي  بهتـر  را در نابـارورى  مـؤثر  عوامل و اسپرماتوگونى بنيادى
هـا   هاي اين نـوع سـلول    بنابراين دانستن مكانيسم قابليت   ]1[نمود  

ها   به علاوه آن  . و تمايز به اسپرم ضروري است      اعم از خودنوزايي  
هاي ژنتيكي و تحقيقـات درمـاني و          هدف مناسبي براي دستكاري   

 ينـد آفر شـناخت . دنشـو   بيولـوژيكي محـسوب مـي   هاي آزمايش

 زيـرا  ،دارد اهميـت  اربسي در بدن و آزمايشگاه محيط در زايى اسپرم

و افرادي كه در اثر  نابارور افراد درمان به تواند فرآيند مي اين دانستن
 در عـين  .كنـد  درماني و پرتو درماني عقيم مي شوند كمـك  شيمي

تواننـد    هاي بنيادي بالغ هستند كه مي       ها تنها گروه از سلول      حال آن 
بيــشتر . ]3, 2[ اطلاعــات ژنتيكــي را بــه نــسل بعــد منتقــل كننــد

وســـيله ســـاير  ه بـــSSCsنـــشانگرهاي شـــناخته شـــده بـــراي 
 بيـان بعـضي از      ، هر چنـد   ]5, 4[ شود  ها نيز بيان مي     اسپرماتوگوني

, 1[ هاي تمايز نيافته محدود شده اسـت   نگرها به اسپرماتوگوني  نشا
هـاي     در بين جمعيـت سـلول      SSCsبا توجه به تعداد بسياركم      . ]6

 سـلول   3000 هـر    يحـدود يـك سـلول در ازا       (موجود در بيضه    
 هــاي ســلول كلونيزاســيون) ]7[ موجــود در بيــضه مــوش بــالغ

 زيرا ؛محيط آزمايشگاه داراي اهميت زيادي است در اسپرماتوگوني
 و سـازي  خـالص  را هاي اسـپرماتوگوني  سلول توان مي آن كمك به

 برايها   خلوص بالاتر سلولهاي مختلفي براي راه. كرد سازي غني
 ماننـد انتخـاب     ؛كار گرفتـه شـده اسـت        ه ب SSCهاي    كشت سلول 

ــ كــارگيري بــسترهاي كــشت متفــاوت و  هفاكتورهــاي رشــد و ب
در ايــن بــين يكــي . ]8[هــاي بــرون ســلولي مختلــف  مــاتريكس

هاي موجود    ها از بين جمعيت سلول    SSCهاي خالص سازي      ازراه
...) α6- integrin /β1- integrin( هـا  در بيضه، بر پايـه نـشانگرهاي آن  

براي اولـين   1999سال    در (Shinohara)  شينوهارا .]9[است  استوار  
 را نشانگرهاي سطحي    Integrin -β1 و   α6-Integrin بار نشانگرهاي 

SSCs  2008همچنين در سـال       او .]9[  معرفي كرد Integrin -β1  را 
ي در جـايگيري     معرفي كرد كـه نقـش اساس ـ       SSCsنشانگر اصلي   

SSCsعلاوه .]10[ هاي مني ساز دارد  پايه لولهي در مجاورت غشا 

هـا نيـز در       كننـده آن    و محيط احاطه   SSCsبراين تقابل، ارتباط بين     
 موجب تنظيم فعاليت (Seminiferous Tubules)هاي اسپرم ساز  لوله

همين رابطه اهميت  در .]11[ شود ور ميهاي مذك بيولوژيكي سلول
دهنـده مـاتريكس بـرون سـلولي از ديـدگاه            هاي تـشكيل    مولكول

بيولوژيكي در تكامـل و رشـد سـلول در مطالعـات آزمايـشگاهي         
به علاوه ديده شده است كه لامينين . خوبي نشان داده شده است     هب

, 12[ثر اسـت    ؤ در محيط آزمايـشگاهي م ـ     SSCs در افزايش تكثير  
هاي تـشكيل دهنـده مـاتريكس بـرون            يكي ديگر از مولكول    .]13

هـاي مختلـف     كه با نـسبت فـراوان در بافـت   استسلولي كلاژن   
با توجه به اينكه ژلاتين به لحاظ تركيبات بـسيار          . ]14[ وجود دارد 

 از  تـر    كار با ژلاتين بسيار راحـت       همچنين  و   استشبيه به كلاژن    
ــلاژن  ــاتريكس اســت، ك ــن م ــادي  دركــشت ســلولاي ــاي بني ه

. ]15, 1[ اسپرماتوگوني مـورد توجـه خـاص قـرار گرفتـه اسـت            
منظـور     بـه +α6- integrin+ / β1- integrin هـاي   لولاسـتفاده از س ـ 
هـا مفيـد خواهـد     بهبود شرايط كشت آن ها وSSC  خالص سازي

هاي برون سلولي لامينين      با توجه به اينكه مقايسه اثرماتريكس     . بود
هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني تـا كنـون            و ژلاتين در كشت سـلول     

هاي برون سلولي     كسگزارش نشده است، در اين مطالعه اثر ماتري       
هــاي بنيــادي  لامينــين و ژلاتــين در كــشت كوتــاه مــدت ســلول

د تا بـا تعيـين مـاتريكس بـرون سـلولي            شاسپرماتوگوني بررسي   
هـا وحفـظ    SSCسـازي     ثرتري در خـالص   ؤمناسب كـه نقـش م ـ     

 به روش كشت مناسبي ،هاي بنيادي داشته باشد خصوصيات سلول 
م كه خود گام اساسي      دست يابي  SSCsبراي خالص سازي و تكثير      

نخست براي مطالعات پيشرفته بر پايه حفظ خـصوصيات بنيـادي           
 تمــايز بــه اســپرم در محــيط يالقــا هــاي اســپرماتوگوني، ســلول

هـاي بنيـادي      خاصـيت پرتـواني درسـلول      يآزمايشگاهي يـا القـا    
   در SSCsگرچـه درصـد غنـي سـازي         . توگوني خواهد بود  مااسپر
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ها با استفاده     هاي اختصاصي آن  سازي بر پايه نشانگر     روش خالص 
 FACSهاي مبتني بر  هاي برون سلولي نسبت به روش از ماتريكس

(fluorescent activated cell sorting)و  MACS (Magnetic activated 

cell sorting) ها  نآبا  كمتر خواهد بود ولي در عين حال روش كار
يابي بـه روش     دسـت  بنـابراين . تـر اسـت     تـر و ارزان       تر، آسـان    ساده

سازي مبتني بر مـاتريكس بـرون سـلولي مناسـب از بـين                خالص
هاي برون سلولي مورد آزمايش در بهبود شرايط كـشت            سكماتري

  .مهم خواهد بود
  

  ها مواد و روش
  حيوانات آزمايشگاهي

  NMRI روزه نژاد 6 سر موش نوزاد 30در اين مطالعه از 

  .داستفاده ش) خريداري شده از موسسه پاستور(
  

  هاي بيضه نوزاد موش جداسازي سلول
 ايزديـار   ها در اين مطالعه بر اساس روش كار         جداسازي سلول 

(Izadyar)    ر انجـام شـد    يي ـ با كمي اصلاح و تغ     ]16[ 2002 در سال .
ها با استفاده      سپس بيضه  .ها با استفاده از كلروفرم كشته شدند        موش

از پنس و قيچى استريل در كنار شعله جدا شده روي يخ قـرارداده              
 سپس در زير هود به ظـرف كـشت          .شد و به آزمايشگاه منتقل شد     

  هــا بــا  كپــسول بيــضه ول شــدمنتقــ) PBS( حــاوي بــافر فــسفات
هـاي سـمينيفروس بـه ظـرف       استفاده از قيچي جدا و كلاف لولـه   

ــشت ــيط ك ــاوي مح  Dulbecco’s Modified Eagle Medium ح

(DMEM; Gibco, Paisley, UK) ها با كمك پنس و   منتقل شد و لوله
قيچي و همچنين پيپتاژ از هم جدا و براي مراحـل هـضم آنزيمـي               

 بـه   1200بـار بـا دور        ها يـك    انسيون حاوي لوله  سوسپ. آماده شدند 
 ـ سـپس محلـول رو   .مدت يك دقيقه سانتريفوژ شد     ي بـا محلـول   ي

 ,Gibco, Paisley) آنزيمي شامل كلاژنـاز و ديـسپاز و هيالورونيـداز   

UK)      هر كدام به غلظت mg/ml1  در كنـار   از آن   پس  .  جايگزين شد
 بينـابيني از    هـاي    دقيقه پيپتاژ شده تـا سـلول       10-15شعله به مدت    

 1500سوسپانسيون حاصل از مرحله اول بـا دور          .ها جدا شود    لوله

 سپس محلـول رويـي كـه حـاوي          .به مدت پنج دقيقه سانتريفوژ شد     
اين مرحلـه روي    . هاي بينابيني است با آنزيم تازه جايگزين شد         سلول

تاژ تا حد محو شدن     يپ پ .انجام شد ) گراد  سانتي  درجه 37(صفحه گرم   
 سپس سوسپانسيون   .هاي منفرد ادامه داشت     و آزاد شدن سلول   ها    لوله

 40اي باقيمانـده از فيلتـر نـايلوني            حذف قطعـات لولـه     برايسلولي  
بـا   پس از سانتريفوژ سوسپانسيون حاصل    . ميكرومتري عبور داده شد   

هاي حاصل دو گروه شده و روي          دقيقه، سلول  5 به مدت    1500دور  
ژلاتـيـن بــه تعــداد مــساوي  ظــروف كــشت پوشـيـده بــا لامينـيـن و

  .توزيع و كشت شد) cm²1سلول در100000(
  

  سازي ظروف كشت پوشيده با لامينين و ژلاتين آماده
ظروف كشت يك ساعت پيش از كشت با محلول ژلاتـين           

) (Sigma; USA2 /0٪بـــافر فـــسفات  در )PBS( ]17 ,18[ 
  درجه37 يك ساعت انكوباسيون در دماي  پس از.پوشيده شد 

 آوري و    محلول ژلاتين از سطح ظرف كشت جمـع        گراد، سانتي
همچنين براي آماده سازي ظـروف كـشت         .شدبراي كارآماده   

 ، ظروف كـشت بـه   (Sigma, St Louis, MO)پوشيده با لامينين 
 l( بـا لامينـين      گـراد   سـانتي   درجه 37مدت يك شب در دماي      

(1mg/m   بار با محلول بافر فـسفات       2 تا   1شد و سپس   پوشيده 
PBS) ( شدشسته شده و براي كشت سلولها آماده.  
  

 ها هاي اسپرماتوگوني و ارزيابي آن كشت سلول
 روزه بـه  6هـاي نـر      ها از بيـضه مـوش       پس از استخراج سلول   
هاي منفرد حاصـل بـه كمـك لام نئوبـار        ترتيبي كه ذكر شد، سلول    

 6 ظـرف كـشت   هـاي     وي در خانـه    سپس به تعداد مسا    وشمارش  
هاي   هاي پوشيده با لامينين و خانه       خانه(در دو گروه    ) 6Well(خانه  

 DMEMهـا شـامل       محيط كـشت آن   . توزيع شد ) پوشيده با ژلاتين  
 ,FBS (Fetal bovine serum:  Gibco, Paisley سـرم   درصـد 1حاوي 

UK)  سازي شد بود كه با فاكتورهاي رشد زير غني:  
1- Glial Derived Neuroterophic Factor) GDNF ( بــا
  ng/ml 40غلظت
2- EGF) (Epidermal Growth Factor با غلظتng/ml 20 
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3- Basic Fibroblastic Growth Factor) bFGF (   بـا غلظـت
ng/ml10 ; (Sigma, St Louis, MO)  

و  درصـد    CO2 5 فشار   گراد، درجه سانتي  37ها در دماي      سلول
انكوبـه  ]20, 19, 15, 9[ت يـك سـاعت      به مد   درصد  80رطوبت  

 دو از سـطح ظـروف كـشت در      هاي شناور   پس از آن سلول    شد و 
 72هاي چسبيده بـه كـف كـشت و هـر              آوري و سلول    گروه جمع 

 ، روز5 تـا  3 بعـد از . ]21, 18[ هـا تعـويض شـد    ساعت محيط آن  
هاي اسپرماتوگوني ظاهر شده و شروع به رشد و           هاي سلول   كلوني

  چاهك در هر گـروه       6( ها در هر چاهك       تعداد كلوني . تكثير كرد 
نهم پس از كـشت بـه دقـت شـمارش      هفتم و در روزهاي پنجم، )

ها نيز با كمك ميكروسـكوپ   گيري مساحت كلوني براي اندازه . شد
 )چاهك در هر گروه6(ها  اط مختلف  چاهكمجهز به دوربين از نق

 مساحت  Image  Jسپس با استفاده از نرم افزار برداري شد و عكس
آميزي   ها در روز نهم از طريق رنگ        كلوني. گيري شد   ها اندازه   كلوني

 تعيـين هويـت   ، α6/β1- integrinايمونوفلوروسنت براي نشانگرهاي
روش ها با اسـتفاده از      نيهاي مورد نظر در كلو      شده و ميزان بيان ژن    

  .شد در هر دو گروه بررسي فلوسايتومتري
  

  هاي اسپرماتوگوني تعيين هويت سلول
  آميزي ايمونوفلوروسنس رنگ -1

هـاي بنيـادي      به منظور بررسي كيفـي نـشانگرهاي سـلول        
 rat polyclonal anti α6-integrin rat ،ratاسـپرماتوگوني شـامل  

polyclonal anti β1 integrin) (Sigma, St Louis, MO  در هـردو 
براي اين منظـور    . آميزي ايمونوفلورسنت انجام شد     گروه رنگ 
شـسته شـد و بـه       ) (PBSهاي سلولي با بافر فسفات        ابتدا پليت 

قرار گرفـت و پـس       درصد   4  دقيقه در پارافرمالدهيد   20مدت  
 شسته شد و پس از      درصد تويين 02/0از آن در بافر فسفات با       

 10ها با بافر فسفات شسته شـده و از سـرم بـز            دقيقه نمونه  10
 به منظور ممانعت از اتصال غيراختصاصي (goat serum) درصد
ها به مـدت يـك شـب در            سپس سلول  .بادي استفاده شد    آنتي
 α6/ β1هـاي   در معـرض آنتـي بـادي   گراد  درجه سانتي 4دماي

integrin )  سپس شستشو شـده     .قرار داده شد  ) 1:100با غلظت 

 دقيقه با آنتي بادي ثانويـه متـصل         45ها به مدت        مونهو روي ن  
ــه   FITC) goat anti-mouse or goat anti-rat labeled withب

fluorescein isothiocyanate; Sigma, St Louis, MO (   بـا غلظـت
هـا، بـه منظـور         پـس از شستـشو، نمونـه       . پوشيده شـد   1:200
، μg/ml1 (PI)propidium iodide ها در محلول  آميزي هسته رنگ

 ثانيـه قـرار گرفتـه و پـس از شستـشو بـه كمـك                 30به مدت   
  .برداري شد ميكروسكوپ فلورسنت و فيلتر مناسب عكس

  

   فلوسايتومتري-2
هــاي بنيــادي  بــه منظــور بررســي كمــي نــشانگرهاي ســلول 

روش  از β1-Integrinو  α6-Integrinاســــــپرماتوگوني شــــــامل 
 ـ   : فلوسايتومتري به شرح زير استفاده شـد       دسـت آوردن     هپـس از ب

هاي اسـپرماتوگوني، سوسپانـسيون       هاي كاملاً منفرد از كلوني      سلول
 سپس محلول آنزيمي با محلـول شستـشو كـه           وسلولي سانتريفوژ   

ــسفات  ــاوي بافرف    )PBS(، BSA Bovine serum albomin)(ح
 لازم به ذكر است .د جايگزين ش، استدرصد  يكFBS و درصد 5

ها براي فلوسايتومتري روي يـخ        ازي سلول كه تمام مراحل آماده س    
 دقيقــه بــا 20هــا پــس از شستــشو بــه مــدت   ســلول.دشــ انجــام 

 دقيقـه   10 و پس از شستشو به مدت        تثبيت  درصد 4پارافرمĤلدهيد  
 ممانعـت از اتـصال غيـر    براي  درصد 10در محلول حاوي سرم بز      

هـاي اوليـه بـا        بـادي    و سپس آنتي    گرفت بادي قرار   اختصاصي آنتي 
هـا اضـافه    به آن) 1:100 با غلظت α6/ β1-Integrin(لظت مشخص غ

 گـراد   درجـه سـانتي    4ها در دمـاي        پس از يك شب كه نمونه      .شد
 دقيقـه در  45 با محلول شستشو، شـسته شـده و بـه مـدت       ،ماندند

) 1:100با غلظـت   ( FITCبادي ثانويه مناسب متصل به        معرض آنتي 
و مقدار كمي هر كدام از       سپس به خوبي شسته شده       . داده شد  قرار

 بـار   3( گيري و آناليز شـد      نشانگرها با دستگاه فلوسايتومتري اندازه    
 سوسپانـسيون سـلولي     ،در هر مرحله شستشو   ). تكرار در هر گروه   

سانتريفيوژ شده و پس از حذف محلول شستشو، محلـول مناسـب            
لازم به ذكر اسـت كـه در كنـار هـر         . ها اضافه شد    مرحله بعد به آن   

بادي اوليه    كه اضافه كردن آنتي   شت  ه يك نمونه كنترل وجود دا     نمون
  .انجام نشديند آماده سازي آن آ فردر
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  آناليز آماري
 16نـسخه    SPSSهاي كمي با استفاده از نرم افزار كليه داده

 p≤0.05ها درسطح     تفاوت داده . شد، تجزيه و تحليل     tآزمون  و  
  .دار در نظر گرفته شد معني
  

  ها يافته
ج حاصـــل از بررســـي مورفولوژيـــك نتـــاي

  ها گيري مساحت آن شمارش و اندازه ها، كلوني
در دو گـروه     هاي حاصـل    هاي مورفولوژيك كلوني    بررسي

 ـ    كلونيكه   روز كشت نشان داد      9 طي دسـت آمـده از       ههـاي ب
نظم و پهنـي      بي كشت سوسپانسيون سلولي روي ژلاتين ظاهر     

ت پوشيده  هاي سوماتيك در ظروف كش      نسبت سلول  داشت و 
هاي   درحالي كه كلوني   .)الف-1شكل(با ژلاتين بسيار زياد بود      

دست آمده از كشت سوسپانسيون سلولي روي لامينين مدور           هب
هاي سوماتيك در ايـن سيـستم    بوده و درصد ناچيزي از سلول    

   تعــداد،براســاس نتــايج). ب-1شــكل(د دنــكــشت بــاقي مان
  

ون سـلولي روي    دست آمده از كشت سوسپانـسي       ههاي ب   كلوني
ــنجم  ــين در روزپــــ ــتم ، 6/691±1/70لامينــــ روز هفــــ

ــم6/136±6/1366 ــود1460±2/209  و در روز نه ــوني ب  . كل
هــاي كــشت شــده روي ژلاتــين در روزپــنجم  تعــداد كلــوني

ــتم ، 1/37±3/167 ــم 340±8/57روز هفـــــ  و در روز نهـــــ
ــود 23/53±5/332 ــوني ب ــكل( كل ــ هم.)ج-1ش ــساحت  ينچن م

ــوني ــده روي  كلـ ــشت شـ ــاي كـ ــنجم  هـ ــين در روزپـ  لامينـ
)m²µ 1427±7/3809 ( روز هفـــتم)m²µ 6/2246±5/5312 ( و در

هاي كـشت    بود و مساحت كلوني   ) m²µ 4/2739±4704(روز نهم   
روز هفـتم    )m²µ 9/2983±1/14847(شده روي ژلاتين درروزپـنجم      

)m²µ 9/4837±5/18170  (در روز نهــم  و)m²µ 5/3818±9/13914( 
 طي روزهاي پنجم ،هفـتم ونهـم كـشت،          نبنابراي. )د-1شكل(بود  

هـاي كـشت شـده روي لامينـين نـسبت بـه تعـداد                 تعداد كلـوني  
 ـ           كلوني  داري بيـشتر    طـورمعني   ههـاي كـشت شـده روي ژلاتـين ب

)p≤0.01 (داري   طـور معنـي     ههاي گروه لامينين ب      مساحت كلوني  اما
  ).p≤0.01(بود  نسبت به گروه ژلاتين كمتر

  

  
  

  
  
  

  
  
  
  

  

  
) ب(لامينـين   و) الف( روزه، نه روز پس از كشت در گروه ژلاتين         6هاي بيضه موش      هاي اسپرماتوگوني حاصل از كشت اوليه سلول        فولوژي كلوني  مور .1 شكل

تفـاوت دو   داري    معني a علامت   .)شش تكرار در هر گروه    (هاي اسپرماتوگوني در دو گروه        كلوني) د(و مساحت   ) ج( نمودار مقايسه تعداد  . نشان داده شده است   
  .دهد  نشان ميp≤0.01گروه را در تمام روزها در سطح 
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بادي ثانويه متصل با رنگ  آنتي) ب( integrin β -1 )الف( integrina-6  نتايج حاصل از آزمون ايمونوسيتوشيمي در روز نهم پس از كشت براي نشانگر.2 شكل

  .دهد مينشان  غشايي بودن نشانگرها را  پيكان،.استفاده شد Propidiom iodide (PI) ها از رنگ آميزي هسته بوده و براي رنگ) FITC( فلورسنت

  
  

  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  
 و نـشانگر ) ب(و لامينـين  ) الف( در گروه ژلاتين integrin 1-β در روز نهم پس از كشت براي سنجش نشانگر  نتايج حاصل از آزمون فلوسايتومتري.3شكل 

integrin α6-نشان داده شده است)يك تكرار در هر گروه)  (د(و لامينين ) ج(لاتين  در در گروه ژ .  

100 
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  آميزي ايمونوفلورسنت نتايج حاصل از رنگ
ها با استفاده   SSCبررسي كيفي بيان نشانگرهاي اختصاصي      

هـاي    از آزمون ايمونوسيتوشـيمي بـراي تعـين هويـت كلـوني           
هـاي بيـضه مـوش نـوزاد بـراي            دست آمده ازكشت سـلول      هب

 در دو گروه در روز نهـم  α6- integrin,β1- integrinگرهاي نشان
براسـاس تـصاوير حاصـل از آزمـون         . پس از كشت انجام شد    

ي يشـامل سـلولها   دست آمـده     بههاي    كلوني،  ايمونوسيتوشيمي
 α6- integrinگروه بـراي نـشانگر سـطحي     دو هستند كه درهر

  .مثبت هستند) ب -2شكل (β1- integrinو  )الف– 2شكل(
  

  نتايج حاصل از فلوسايتومتري
ها نـشان داد        SSCبررسي كمي بيان نشانگرهاي اختصاصي      

ــه  ــوني درصѧѧد 6/41ك ــ  كل ــاي ب ــشت   هه ــده از ك ــت آم دس
 3/39و ) الــف-3شــكل(سوسپانــسيون ســلولي روي ژلاتــين 

دست آمده از كشت سوسپانسيون سـلولي         ههاي ب    كلوني درصد
كنـد    را بيان ميβ1- integrinنشانگر ) ب-3شكل(روي لامينين 

دست آمده از كشت سوسپانـسيون        ههاي ب    كلوني درصد 2/11و
هـاي    كلـوني  درصد 2/16و  ) ج-3شكل  ( سلولي روي ژلاتين  

دست آمـده از كـشت سوسپانـسيون سـلولي روي لامينـين               هب
كنـد ولـي درصـد      را بيان مـي α6- integrinنشانگر ) د-3شكل(

درگـروه لامينـين   β1- integrin وα6- integrin بيـان نـشانگرهاي   
  .)4شكل ( )p>0.05(داري با گروه ژلاتين ندارد  تفاوت معني
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 در β1- integrin و  α6- integrin مقايسه درصـد بيـان نـشانگرهاي    .4شكل 
كـه  تفـاوت درصـد     )بـا سـه تكـرار    (هاي اسپرماتوگوني درهردو گـروه        كلوني
وز نهـم پـس از كـشت        در ر هاي بيان كننده نشانگرهاي فوق در دو گروه           سلول
  .دار نيست معني

  

  بحث
هـاي بـرون      در اين مطالعه به منظور بررسي اثر مـاتريكس        

هـاي    سلولي لامينين و ژلاتين در كـشت كوتـاه مـدت سـلول            
بنيادي اسپرماتوگوني موش نوزاد، سوسپانسيون سلولي بيـضه        

روي ظروف كشت پوشيده با لامينـين و ژلاتـين كـشت      موش
 هاي كمي و كيفي ارزيابي      ستفاده ازآزمون شد و طي نه روز با ا      

هاي كشت شده در هـر دو          كلوني ،بر اساس نتايج حاصل   . دش
كند ولي  را بيان مي α6- integrin /β1- integrinگروه نشانگرهاي 

هاي كشت شده روي ظروف پوشيده با لامينـين تعـداد             كلوني
هـاي كـشت شـده        مسا حت كمتري نسبت به كلـوني       بيشتر و 

 بـا توجـه بـه اينكـه تـا           .ت پوشيده با ژلاتين داش    روي ظروف 
 اساس  ، معرفي نشده است   SSCsكنون نشانگر اختصاصي براي     

 شـينوهارا   دراين مطالعه بـر مبنـاي گـزارش        انتخاب نشانگرها 
)Shinohara (   بود كه براي اولين بار نـشانگرهاي       1999در سال

α6-Integrin و Integrin -β1  را نـــشانگرهاي ســـطحي SSCs 
ــردمعر ــي ك ــن  .]9[ ف ــسياري از اي  پــس از آن در مطالعــات ب

 اسـتفاده   SSCsنشانگرها براي تعيين هويت يا خـالص سـازي          
 2008در سال   ) ؟Shinohara(  شينوهارا همچنين. ]24-22[شد  

Integrin -β1     را نشانگر اصلي SSCs كه نقـش اساسـي      دانست 
هاي مني ساز   پايه لولهي در مجاورت غشاSSCsگيري  در جاي

 Homming (SSCs(گيـري     از آنجا كـه محـل جـاي       . ]10[ دارد
 و ايـن    هاي سميني فـروس اسـت        پايه لوله  يدرمجاورت غشا 

-α6 ازجملـه (هاي سـطحي خـود    ينيها با استفاده ازپروت سلول

Integrin   و Integrin -β1 ( يهاي تشكيل دهنده غشا     ينيبه پروت 
متصل ) ازجمله لامينين و كلاژن   (پايه لوله هاي سميني فروس      

هـاي بـرون       در بـسياري از مطالعـات از مـاتريكس         ،شـوند   مي
 شود  ليز كلاژن حاصل مي   كه ازهيدرو (سلولي لامينين و ژلاتين     

 چنانچـه . انـد    سود بـرده   SSCsبراي بهبود شرايط كشت     ) ]25[
 در (Kuijk)  كوجيـك و ]20[ 2009در سـال    (Huang)هوانـگ 

 از ظـروف كـشت پوشـيده بـا لامينـين بـراي              ]19[2009 سال
 (Guan)   گوانعلاوه هب.  موش نابالغ استفاده كردندSSCsكشت 
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  و ]27[ 2007در سال  (Seandel) سيندل    و ]26[ 2006  سال در
ــاك ــال (Kussack)كوس ــشت  ]28[ 2009  درس ــروف ك  از ظ

انـساني و موشـي اسـتفاده    SSCs پوشيده با ژلاتين براي كشت 
ايزدياردر  و]29[ 2004 در سال Shinohara)( شينوهاراكردند و 

از ظروف كـشت پوشـيده بـا ژلاتـين بـراي             ]30[ 2002سال  
 اسـتفاده   SSCsهـاي سـوماتيك در كـشت          كاهش تعداد سلول  

 از 2008 در ســال Shinohara)( شــينوهارا عــلاوه   هبــ. كردنــد
ظــروف كــشت پوشــيده بــا لامينــين و ژلاتــين بــراي حــذف 

بـا وجـود ايـن      . ]31[ هـاي غيـر جنـسي اسـتفاده كـرد           سلول
اي كمتر مورد توجـه بـوده          رويكرد مقايسه  ،درمطالعات مرتبط 

هـاي    هاي مورفولوژيك كلوني    بررسيدر تحقيق حاضر،    . است
دسـت آمـده از       ههاي ب   كلوني كه   گروه نشان داد   دو حاصل در 

نظمي داشت    كشت سوسپانسيون سلولي روي ژلاتين ظاهر بي      
 ظـروف كـشت     هاي سوماتيك در كـشت روي       نسبت سلول  و

مطلـب  كه اين   ) الف-1شكل(پوشيده با ژلاتين بسيار زياد بود       
هـاي    ، درحالي كه كلـوني    ]31, 30[  بود ها ساير گزارش  مشابه

دست آمده ازكشت سوسپانسيون سلولي روي لامينين مـدور        هب
 ـ بوده و درصد ناچيزي از سلول     ن سيـستم  هاي سوماتيك در اي

نتيجـه   مـشابه     يافتـه   ايـن  .) ب -1شكل(كشت باقي مانده بود     
 بـراي است كه از ظروف كشت پوشـيده بـا لامينـين              مطالعاتي

 همچنـين چنانچـه  . ]31[ اسـتفاده كردنـد   SSCs خالص سازي
هـاي    درمقايسه اثر مـاتريكس   1996 درسال   (Kalthoff) كالتوف

، ]32[ كـرد مطـرح   هاي عصبي     مينين وكلاژن بركشت سلول   لا
روي اين دو بستر ممكن اسـت         نيز SSCsمورفولوژي متفاوت   

متفـاوت  ) microenvironments(هـاي     به دليل ايجاد ريـزمحيط    
نتايج  .باشد) فرم هيدروليزشده كلاژن  (توسط لامينين وژلاتين    

هـا   گيري مساحت آن ها واندازه حاصل از شمارش تعداد كلوني  
تعـداد  كـه    طي روزهاي پنجم، هفـتم ونهـم كـشت نـشان داد           

هاي   هاي كشت شده روي لامينين نسبت به تعداد كلوني          كلوني
 ــ ــين ب ــشتر اســت طــورمعني هكــشت شــده روي ژلات  داري بي

)p≤0.01(.      ايجـاد يـا حفـظ ظرفيـت         براين اسـاس لامينـين در

بـود،   ثرترؤهـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني م ـ        زايي سـلول    كلوني
ستم كـشت  هاي بنيادي اسپرماتوگوني در سي طوري كه سلول  هب

هـا    لامينين، توانستند كلوني بيشتري ايجاد كنند و تعداد كلوني        
دهنـده تـوان      با گذشت زمان افزايش يافت كه ايـن امـر نـشان           

هـا روي لامينـين و در محـيط           زايـي بـالاي ايـن سـلول         كلوني
هــاي گــروه لامينــين    مــساحت كلــوني . آزمايــشگاه بــود 

 ـ داري نسبت به گـروه ژلاتـين كمتـر     طورمعني  هب ) p≤0.01(ود ب
ــر 1996 درســال Kalthoff چنانچــه .)د-1شــكل( درمقايــسه اث

هـاي عـصبي      هاي لامينين وكـلاژن بركـشت سـلول         ماتريكس
هاي شيميايي لامينين وكلاژن از يـك         تفاوت،  ]32[ عنوان كرد 

هاي بين سـلولي      ايجاد پل  طرف و اثر متفاوت اين دو بستر در       
ها روي لامينين تمايل      شود كه سلول    از سوي ديگر موجب مي    
 كلاژن تمايـل بـه پهـن شـدن          و روي بيشتري به اتصال با هم      

هـاي    سوي ديگر در مطالعه حاضر تعداد سلول       از. شه باشند دا
چنانچه كف ظرف كـشت     (ژلاتين زياد بود     ماتيك در بستر  سو

ها  براي اتصال به اين سلولSSCs بيشتر تمايل ) پوشاندند را مي
هـاي     اتصال به ژلاتين موجب افـزايش تمـايز سـلول          نسبت به 

 حـين   SSCsهـاي     كلوني و در نتيجه افزايش مـساحت كلـوني        
يط  در صورتي كـه در ريـزمح       .ه است شد تكثير روي اين بستر   

ها تمايل دارند به هـم متـصل          ايجاد شده توسط لامينين سلول    
ا ارتفاع بيشتري نسبت به     و مساحت كمتر و احتمالً     ]32[شوند  
هاي كشت شده روي ژلاتين  پيدا كنند كه خـود نـشان               كلوني

هاي حاصـل      كلوني بعلاوه.هاست  نآدهنده تكثير و عدم تمايز      
هاي مورد استفاده در اين طـرح         روي ماتريكس  از كشت اوليه  

 در  (Anjamrooz)  انجـم روز   .از نظر اندازه بسيارمتفاوت بودند    
هاي اسپرماتوگوني موش نوزاد       پس از كشت سلول    2006سال  

ها با هم متفاوت      زايي اين سلول    گزارش كرد كه ظرفيت كلوني    
هــاي كــشت شــده روي    عــلاوه ســلول  بــه . ]33[ اســت

هاي برون سلولي استفاده شده در اين مطالعه از نظـر    ماتريكس
توانــد  متفــاوت بودنــد كــه مــيســرعت تقــسيمات  تعــداد و

بـراي تعيـين    . دهنده اثر متفاوت لامينين و ژلاتـين باشـد          نشان
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هــاي حاصــل از كــشت اوليــه در گــام اول از  هويــت كلــوني
-Integrin / α6آميزي ايمونوفلوئورسنت عليه نـشانگرهاي   رنگ

Integrin -β1آميــزي  تــصاوير حاصــل از رنــگ.  اســتفاده شــد
هاي حاصل در هـر دو گـروه          كلونيايمونوفلورسنت نشان داد    

 كنـد  را بيـان مـي  )SSCs)α6- integrin, β1-integrinنـشانگرهاي  
ــكل( ــون). 2 ش ــين آزم ــي از ب ــاي كم ــسه ه ــون ،اي مقاي  آزم

اي براي بررسي ميزان بيان       مطمئن و ساده   فلوسايتومتري روش 
 با انجام ايـن  2003 در سال (Kubota)  كوبوتا  .ها است   پروتيين

هاي اسپرماتوگوني كه     تعداد كمي از سلول   كه  داد  آزمون نشان   
1–Integrinßنـشانگر ، مثبت هستند ) C-kit   هـاي   خـاص سـلول
  هـا  عـلاوه درصـد زيـادي از آن          بـه  .كند  را بيان مي  ) تمايز يافته 
α6-Integrin  در اين مطالعه ميزان بيان كمي      . ]34[  مثبت هستند

  حاصــل شــده  ) SSCs) β1/α6-Integrinنــشانگرهاي مثبــت  
 دوگـروه در ميـزان       كـه  دهـد   از آزمون فلوسايتومتري نشان مي    

نسبت بـه  ) SSCs) β1/α6- integrinبيان كمي نشانگرهاي مثبت 
هـا  SSCنجا كه    ازآ بنابراين.   )4شكل  ( هم اثر مشابهي داشتند   

  هــاي ينهــاي ســطحي خـود بــه مــاتريكس يبـا اســتفاده از پروت 
  ايــن دو.شــوند بــرون ســلولي لامينــين و ژلاتــين متــصل مــي

مبنــاي نــشانگرهاي  هــا بــر SSCســازي  خــالص مــاتريكس در
محـيط  . داري نداشـت  تفاوت معنـي ) β1/α6- integrin( سطحي

  كـه  كشت مورد استفاده در طرح حاضر بر اساس گزارشي بود         
هـاي   سيـستم  او. ه كـرد  ي ارا 2003 در سال  (Mclean)مك لين

  كشت مختلف را با هم مقايسه نمود و بهتـرين محـيط كـشت             
ــان فاكتورهــاي رشــد     Bfgf و EGF وGDNFرا حــضور همزم

  .]35[در محــيط كــشت بــا درصــد كــم ســرم دانــست       
   درMclean  گــــزارش2008 در ســــال (Brinster) برينــــستر

  

 bFGF و EGFوجـود  بيان كرد كـه  يد نمود و    أي را ت  2003سال  
. ]36[ شود   مي SSCs در خود نوزايي     GDNFموجب افزايش اثر  

 در گزارشــي وجــود 2000در ســال (Meng)   منــگهمچنــين
GDNF را موجب افزايش خود نوزايي SSCs37[  دانست[.  

هـاي اسـپرماتوگوني در محـيط        هر چند هويت قطعي سلول    
 امـا   ،آزمايشگاه تنهـا بـا اسـتفاده از پيونـد ممكـن خواهـد بـود               

 بـا اسـتفاده از      به دست آمـده   هاي    ان كلوني تو  براساس نتايج مي  
هاي اسـپرماتوگوني دانـست كـه         روش فوق را متشكل از سلول     

 هـاي سـطحي   ينيپـروت (β1-integrin  وα6- integrinنـشانگرهاي  
SSCs (  هـاي    كند اما با توجه به تعداد بسيار كم سـلول           را بيان مي

،  دركشت روي لامينـين    SSC هاي  تعداد زياد كلوني   سوماتيك و 
هـا      SSCاين ماتريكس برون سلولي از لحاظ بهبود شرايط تكثيـر         

ثرتراز ژلاتين است و استفاده ازپاساژهاي متوالي روي ظروف         ؤم
 SSCsسـازي بهتـر       توانـد درخـالص     كشت پوشيده با لامينين مي    

تـوان از ايـن       در مطالعات پيشرفته مرتبط مي    بنابراين   .ثر باشد ؤم
 بـا تعـداد قابـل توجـه         SSCي  هـا   دستيابي به كلوني  براي  روش  

در البته انتخاب ماتريكس بـرون سـلولي برتـر كـه             .استفاده كرد 
 نيازمند ،فراهم كندSSCs براي كشت  تري مجموع شرايط مناسب

  .هاي تكميلي با رويكرد مولكولي است انجام آزمون
  

  تقدير و تشكر
ــدين ــروه    ب ــرم گ ــضاي محت ــاتيد و اع ــه اس ــيله از كلي وس

هاي زاينده در آزمايـشگاه        و زير گروه سلول    هاي بنيادي   سلول
 لازم  .شـود   تمايز پژوهشكده رويان صميمانه سپاسـگزاري مـي       

هاي اين طرح توسـط پژوهـشكده         كليه هزينه كه  به ذكر است    
  .رويان و جهاد دانشگاهي پرداخت شده است
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