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چكيده

   سلول هاى زاياى بدوى Primordial germ cells (PGCs) جمعيت سلولى بسيار تخصص يافته اى هستند كه در شرايط درون بدن (In vivo) از سلول هاى اپى بلاست 
ايجاد مى شوند. در طى سيكل زندگى اين سلول ها سه مرحله اساسي قابل تشخيص است: 1 ـ اختصاصى شدن 2 ـ مهاجرت و تكثير 3 ـ تكامل وابسته به جنس در زمان 
قبل و بعد از تولد. فرآيند اختصاصى شدن منطقه اى در اپى بلاست تحت اثرات القاى فاكتورهايى است كه توسط سلول هاى خارج رويانى ترشح مى شوند. سلول هاى 
زاياى بدوى مسئول ادامه و تكامل گونه مى باشند. از اين رو ايجاد راهى جهت تمايز و استخراج سلول هاى زايا از منابع سلولى مختلف در محيط كشت روشى با ارزش 
جهت انجام تحقيقات، تشريح ژنتيكى تكامل سلول هاى زايا، ارزيابى مسائل اپى ژنتيك و درمان نابارورى مى باشد. مهم ترين قسمت در تمايز يك سلول خاص شامل 
ايجاد شرايط كشت مناسب، تشخيص و خالص سازى سلول هاى تمايز يافته مى باشد. تاكنون چندين گزارش مبنى بر تمايز سلول هاى زاياى بدوى در محيط كشت 
ارائه شده است. به منظور تشخيص اين سلول ها در محيط كشت، از شاخص هايى كه در PGC ها به طور اختصاصى بيان مي گردند استفاده مى شود. به علاوه از عملكرد 

سلول هاى زايا نظير توليد يك موجود زنده نيز براى اين منظور مى توان استفاده نمود.

كلمات كليدى: سلول زاياى بدوى، تمايز، تكثير

مقدمه

 In vivo چرخه تكامل سلول هاى زایاى بدوى موش در محیط
   در طى سيكل زندگى سلول هاى زاياى بدوى سه مرحله اساسي قابل 
تشخيص است: 1- اختصاصى شدن 2- مهاجرت و تكثير 3- تكامل 

وابسته به جنس در زمان قبل و بعد از تولد (1).
   سلول هاى زاياى بدوى در شرايط درون بدن از سلول هاى اپى بلاست 
ايجاد مى شوند (2). سلول هاى اپى بلاست از توده سلولى بلاستوسيست 
مشتق شده و پيش ساز تمامى سلول هاى تشكيل دهنده جنين مى باشند. 
در موش، پتانسيل تكاملى تمامى سلول هاى اپى بلاست تا روز 6 بعد از 
جفت گيري ظاهراً يكسان بوده و تمامى سلول ها توانايى ورود به رده 
سلول هاى زايا را دارا مى باشند. اما پيدايش ويژگى هاى خاص هر منطقه 
در اپى بلاست درست كمى قبل از شروع پديده گاسترولاسيون، منجر به 
اختصاصى شدن هر منطقه شده، به نحوى كه تنها سلول هايى كه به طور 
مستقيم در مجاورت اكتودرم خارج رويانى قرار دارند توانايى شركت در 
رده سلول هاى زايا را كسب مى نمايند. فرآيند اختصاصى شدن منطقه اى 
در اپى بلاست تحت اثرات القايى فاكتورهايى است كه توسط سلول هاى 
خارج رويانى ترشح مى شوند. از جمله فاكتورهاى موثر در اختصاصى شدن 
Bone Morphogenetic سلول هاى زايا، پروتئين شكل دهنده استخوان

Protein4 (BMP4)4 مى باشد (3 و 4). BMP4 از اعضاى خانواده فاكتورهاى 

رشد تغيير شكل دهنده بتا
است كـه توسط مزودرم خارج رويـانى توليد شده (5) و بـه گيرنده هـاي

R-smad  و Alk3 در سطح سلول هاى زاياى بدوى اتصال مى يابد. اين امر 
سبب فعال شدن فاكتورهاى رونويسى و بيان ژن هاى خاص سلول هاى 
 Fragilis زاياى بدوى مى گردد (6). فاكتور مذكور، سبب تشديد بيان ژن
در منطقه پروگزيمال اپى بلاست مى گردد. بيان اين ژن اولين مرحله 
در متعهد شدن سلول براى توليد رده سلول زايا مى باشد (7). در حدود 
روز 7 بعد از جفت گيري و درست كمى بعد از شروع گاسترولاسيون، 
سلول هاى زاياى احتمالى توانايى واكنش به BMP4 را از دست داده و 
گروهى از سلول هاى بيان كننده Fragilis كه به مزودرم خارج رويانى 
مهاجرت نموده اند ژن stella را بيان مى نمايند. اين سلول ها اولين جمعيت 
از سلول هاى زاياى جنينى هستند كه سلول هاى زاياى بدوى ناميده شده 
و بر اساس واكنش فسفاتاز قليايى مثبت قابل تشخيص مى باشند. در طى 
 (Pluripotency) كه مرتبط با خاصيت پرتواني Oct-4 اين فرآيند، بيان ژن
است به سلول هاى رده زايا محدود شده و در سلول هاى رده سوماتيك 
خاموش مى شود (8). در اين زمان، سلول هاى زاياى بدوى موجود در 
فضاى خارج رويانى به داخل بدن جنين برگشته و از طريق روده خلفى به 
ستيغ تناسلى (بيضه يا تخمدان آينده) مهاجرت مى نمايند. اين مهاجرت 
همراه با تكثير بوده و در طى آن، اين سلول ها در تماس با طيف گسترده اى 
از سلول هاى سوماتيك مى باشند كه ممكن است سبب ايجاد تغييراتى در 
سلول هاى زاياى بدوى گردند (11-9). مهاجرت سلول هاى زاياى بدوى 
در روز 11/5 بعد از جفت گيري پايان يافته و در اين زمان سلول ها شروع 
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Transforming Growth Factor-β (TGF-β)
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به بيان ژن                   مى نمايند. Mvh شاخص ويژه سلول هاى 
زاياى پس مهاجر (واژه معادل انگليسي) مى باشد (12). هم زمان با قابل 
تشخيص شدن بيضه و تخمدان از نظر ريخت شناسى در روز 13/5 بعد 
از نزديكى، سلول هاى زاياى بدوى روند تكامل وابسته به جنس را شروع 
مى نمايند (13 و 14). در جنس مؤنث، اين سلول ها پس از ورود به مرحله 
تقسيم ميوز در فاز پروفاز ميوز 1 توقف نموده و پس از بلوغ در پديده 
توليد فوليكول به صورت دوره اى فعال مى شوند. در حالى كه در جنس 
مذكر اين توقف در مرحله تقسيم ميتوز بوده و اين سلول ها پس از بلوغ 
در فرآيند اسپرم زايي فعال مى گردند. اسيد رتينوئيك در هر دو جنس 
در مزونفروز توليد و در تنظيم تصميم گيرى سلول هاى زاياى پس مهاجر 
جهت ورود به مرحله ميوز و يا توقف در مرحله ميتوز نقش اساسى دارد 
(17-15). بيان آنزيم Cyp26b1 در سلول هاى سوماتيك ستيغ تناسلى 
در جنس مذكر سبب تخريب اسيد رتينوئيك و ممانعت از ورود سلول هاى 
زاياى بدوى پس مهاجر به مرحله تقسيم ميوز مى گردد. در جنس مؤنث 
آنزيم مذكور بيان نشده و در نتيجه سلول هاى زاياى بدوى وارد مرحله 
ميوز مى گردند. تحقيقات نشان داده است كه اسيد رتينوئيك در محيط 
In vitro، سبب تحريك تكثير ميتوزى سلول هاى زاياى بدوى تا روز 13/5 
بعد از نزديكى مى گردد (18). تكامل سلول هاى زاياى هر جنس علاوه بر 
تأثيرپذيرى از اسيد رتينوئيك، تحت تأثير محيط سوماتيك گنادها نيز 

مى باشد (1 و 19 و 20). 

تخصصى شدن     شاخص هاى مولكولى سلول هاى زایاى بدوى: 
سلول هاى زاياى بدوى مستلزم عملكرد BMP ها مى باشد. همان گونه كه 
قبلاً ذكر گرديد، BMP4 از اعضاى اين خانواده در تشكيل PGC دخيل 
است. فاكتور مذكور از طريق گيرنده هاى R-smad و Alk3 موجود بر 
سطح سلول هاى زاياى بدوى سبب فعال شدن فاكتورهاى رونويسى و 
بيان ژن هاى خاص PGC مى گردد (6). در هميـن زمــان، اينترفرون 
سبب القــاى بيان خــانواده ژن هـاى                                             در 
سلول هاى زاياى بدوى مى گردد. محصول اين ژن پروتئينى تراغشايى 
است كه به نظر مى رسد در كسب قابليت سلول زاينده توسط سلول هاى 

اپى بلاست نقش دارد (21 و 22).
سلول هاى زاياى بدوى پروتئين c-kit را به ميزان نسبتاً زيادى بيان 
SCF و tr-kit مى نمايند. در موش اين ژن از طريق دو محصول مختلف
نقشى دوگانه در كنترل بارورى جنس مذكر بر عهده دارد. محصول اول 
 SCF گيرنده تيروزين كيناز است كه يك گيرنده تراغشايى براى فاكتور
مى باشد. اين فاكتور در تمايز سلول هاى اسپرماتوگونى بيضه پس از تولد 
نقش دارد. محصول دوم، پروتئين درون سلولى tr-kit است كه به طور 

ويژه در طول فرآيند اسپرماتوژنز افزايش مى يابد (23). 
همان گونه كه قبلاً ذكر شد، بيان ژن Fragilis نيز در سلول هاى زاياى 
بدوى مهاجر افزايش مى يابد. اين امر سبب القاى بيان ساير ژن هاى وابسته 

به سلول زايا نظير
VASA يك پروتئين سيتوپلاسميك و محصول ژن VASA .مى گردد

homolog است كه بيان آن توسط سلول هاى سوماتيك ستيغ تناسلى 
القا مى شود و تا زمان تشكيل سلول هاى زاياى پس ميوزى باقى مى ماند. 
از اين رو، جهش در اين ژن منجر به نقص در تكثير و تمايز سلول هاى 

زاياى بدوى مى گردد (22).

اعضاى خانواده DAZ (خانواده ژنى حذف شده در آزوسپرميا) كه به 
عنوان شاخص هايى براى تشخيص سلول زايا به كار مى روند نيز به طور 
گسترده و انحصارى در سلول هاى زايا بيان مى شوند. يكى از پروتئين هاى 
محصول اين ژن تقريباً در تمام مدت حيات سلول هاى زايا بيان مى شود و 
براى تكامل سلول زاياى بدوى و نيز تمايز و بلوغ سلول هاى زاياى رده هاى 
بعدتر از PGC مورد نياز است (24). از شاخص هاى ديگر PGC ها، آنتى 
ژن جنينى ويژه مرحله–1 (SSEA1) و فاكتور رونويسى Oct3/4 را مى توان 
نام برد. بيان Oct3/4 كه در ايجاد فنوتيپ پرتواني يا  توتى پوتنسى اهميت 
دارد، بعد از مرحله گاسترولاسيون به PGC ها محدود مى شود (25-27). 
همچنين مشخص شده است كه PGC داراى ميزان بالايى از فعاليت 
آلكالين فسفاتاز غيراختصاصى بافتى مى باشد (28). بيان اين شاخص پس 
از تمايز PGC ها كاهش مى يابد (29). ساير ماركرها براى سلول زاياى 
بدوى متعلق به خانواده piwi بوده و شامل mivi و                             مى باشد 
 mil1  و اسپرم زايى را تنظيم مى نمايند (30). به علاوه ژن PGC كه توليد
در مرحله تمايز PGC در حدود روز 6/5- 7/5 بعد از نزديكى و mil2 در 
حدود روز 9/5-13/5 بعد از نزديكى بيان مى شود (31). ژن Piwil2 بيان 
CD9 ،6 شاخص هاى سطحى سلول اسپرماتوگونى از قبيل اينتگرين آلفا
  Stra8 و                            و ماركرهاى ويژه سلول اسپرماتوگونى از جمله
و Hsp90a  كه داراى نقش اساسى در تمايز سلول زايا مى باشند را كنترل 
مى نمايد (32). ساير شاخص هايى كه در PGC شناسايى شده اند شامل 
ماركرهاى سطحى از قبيل اينتگرين 6α وβ 1 مى باشند كه بيان آن ها در 
موش در تمامى مراحل سلول هاي زايا از زمان جنينى تا حيوان بالغ ادامه 
دارد و به تدريج تا مرحله سلول هاي بنيادى اسپرماتوگونى افزايش 
مي يابد (33 و 34). ژن Stra8 نيز به عنوان يك نشانگر مولكولى براى 
PGC است. اين شاخص در سلول هاي زاياى موش از مرحله جنين 
14/5روزه تا سلول هاى اسپرماتوگونيا بيان مي شود. بيان اين ژن در 
زمان جنينى محدود به گنادهاى در حال تكامل جنس مذكر و در 
بالغ محدود به سلول هاي زايايى مي باشد كه در مرحله  افراد  بيضه 

قبل از تقسيم ميوز قرار دارند (35). 

    تمایز سلول هاى زایاى بدوى در محیط كشت و عوامل مؤثر بر 
آن: تمايز و استخراج سلول هاي زايا از منابع سلولى مختلف در محيط 
In vitro روشى با ارزش جهت انجام تحقيقات، تشريح ژنتيكى تكامل 
سلول هاي زايا، ارزيابى مسائل اپى ـ ژنتيك و درمان نابارورى مي باشد. 
مهم ترين قسمت در تمايز يك سلول خاص شامل ايجاد شرايط كشت 
مناسب، تشخيص و خالص سازى سلول هاى تمايز يافته مي باشد (36). در 
 In vitro سال هاى اخير چندين مطالعه در زمينه تمايز سلول زايا در محيط
ارائه شده است (37-54). گروه هاى متعددي نشان دادند كه BMP4 به 
طور ويژه جهت تمايز سلول هاى زايا در موش مورد نياز مى باشد (5، 41، 

 .(55 - 62
مطالعات Ying در سال 2001 افزايش تعداد سلول هاي زاياى بدوى 
را پس از استفاده از سيستم هم كشتى سلول هاى اپى ـ بلاست جنين 
6- 6/25 روزه با سلول هاىCos7 توليد كننده BMP8b و BMP4 به مدت 
72 ساعت نشان داد. اين امر تأييد كننده نقش پروتئين  BMP4در كمك 
به سلول هاي اپى بلاست جهت كسب ظرفيت تبديل شدن به سلول زايا 
مى باشد Hayashi  .(57) و همكاران در مطالعات خود، اپى بلاست جدا 

Mvh (VASA)

Fragilis (Fragilis2,3)

(VASA) Mvh و (DPPa3 يا PFC7) Stella

 (Piwil2) mili

(Thy-1) CD90 
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شده از جنين هاي 7/5 و 8/5 روز را بر روى سلول هاي STO تيمار شده 
 500-100) BMP4 و در حضور غلظت هاى مختلف C با ميتومايسين
نانوگرم بر ميلي ليتر) كشت دادند. بررسي ها پس از 96 ساعت از كشت 
فعاليت آلكالين فسفاتازى مثبت كه شاخص PGCها مى باشد را نشان داد 
(59). تحقيقات Lawson در سال 1999 با استفاده از فعاليت آلكالين 
فسفاتازى نشان داد كه جهش در ژن توليد كننده پروتئين BMP4  در 
سلول هاي اپى بلاست جنين هاي 7/5-9/5 روزه، منجر به عدم تشكيل 
سلول هاي زاياى بدوى خواهد شد. همچنين اين جهش عدم تشكيل 
آلانتوئيس و بافت هاي مشتق شده از مزودرم خارج رويانى را نيز در پى 
داشت كه نشان مي دهد BMP4 در مراحل قبل از گاسترولاسيون در 
اكتودرم خارج رويانى و سپس در مزودرم خارج رويانى پوشاننده آلانتوئيس 
بيان شده و براى تشكيل PGC مورد نياز مي باشد (56). در سال 2002، 
Pesce و همكاران سلول هاي اپى بلاست را از جنين هاي 5-6/5 روزه 
جدا نمودند و آن ها را در ظروف كشت پوشيده شده با كلاژن تيپ IV يا 
فيبرونكتين و در حضور BMP4 با غلظت ng/ml 100كشت دادند. پس از 
گذشت 2 روز از كشت، فعاليت آلكالين فسفاتازى مشاهده گرديد كه مويد 
تمايز سلول هاي زاياى بدوى تمايز يافته از سلول هاي اپى بلاست مي باشد 
(58). به دنبال اين مطالعات، Toyooka و همكاران تمايز سلول هاي زاياى 
مذكر از اجسام شبه جنينى را گزارش نمودند. در اين بررسى از سلول هاي 
 Mvh استفاده شد و بيان Mvh-reporterبنيادى جنينى حامل ساختار
به عنوان يك شاخص ويژه براى سلول هاي زايا مورد بررسى قرار گرفت. 
بررسي ها نشان داد كه 3 روز بعد از تشكيل خودبه خودى اجسام شبه 
جنينى، سلول هاي بيان كننده Mvh  پديدار مى شوند. اين نتايج حضور 
سلول هايى با خصوصيت سلول هاي زاياى بدوى پس مهاجر را در اجسام 
شبه جنينى نشان مي دهد. در ادامه، سلول هاي Mvh مثبت تخليص و با 
سلول هاي ستيغ تناسلى مذكر كشت داده شد. تجمعات سلولى حاصل در 
زير كپسول بيضه هاى موش بالغ كاشته شد. بررسى ها تشكيل لوله هاى 
منى سازى كه به طور كامل از فرآيند اسپرماتوژنز حاصل از سلول هاي 
تخليص شده حمايت مى كرد را نشان داد. در اين تحقيق همچنين از 
مواجهه اجسام شبه جنينى با سلول هاي توليدكننده BMP4 استفاده شد 
كه منجر به ظهور سلول هاي Mvh مثبت پس از گذشت 24 ساعت 
گرديد. نتايج اين مطالعه پيشنهاد مى كند كه اختصاصى شدن رده زايا 
و ظهور سلول هاي زاياى بدوى مي تواند به طور خود به خود يا القايى در 

اجسام شبه جنينى اتفاق بيفتد (22 و 37). 
   نتايج ارزيابى هاى مولكولى و ايمونوسيتوشيمى گروه ما نيز پيشنهاد 
 PGC به عنوان يك القا كننده موثر و توانا در تمايز BMP4 مي كند كه
از سلول هاي بنيادى جنينى موش مي باشد. در اين مطالعه بيان ميزان 
بالاترى از mRNA و پروتئين Mvh در گروه تيمار شده با BMP4 نشان 
مي دهد كه افزودن BMP4 به محيط كشت قادر به پيشبرد تمايز سلول 
زاياى بدوى از سلول بنيادى جنينى مي باشد (55). اين نتايج تأييدى بر 
يافته هاي ساير محققين در زمينه نقش BMP4 براى تمايز سلول زاياى 

بدوى بود (5، 59-56 و 63).
Chang در تحقيقات خود نشان داد كه Smad5 براى پاسخگويى به 
سيگنال هاي BMP4 جهت توليد PGC ضرورى است و در يك روش 
وابسته به غلظت بر تعداد اين سلول ها تأثير گذار است Hayashi .(64) نيز 
نشان داد كه Smad1 براى شروع پيشبرد سلول ها به سمت رده سلولى 

  PGC منجر به عدم توليد Smad1 زايا از اپى بلاست لازم است و جهش در
 BMP4 تمايز در حضور In vitro مي گردد. وى نشان داد كه در محيط
به طور كامل وابسته به حضور Smad1 فسفوريله داشته و بيان هم زمان 
Smad1,5,8 براى توليد سلول هاي زايا از اپى بلاست ضرورى مى باشد 
سلول هاي  در   Smad1 فسفوريلاسيون  افزايش  سبب   BMP4  .(59)
بنيادى جنينى مى گردد (65). اين فاكتور از طريق اتصال به گيرنده هاي 
 ،Smad4 و فعال شدن Smad1,5,8 خود و به دنبال آن فسفوريلاسيون
 Id1 .مى گردد Kit1 و Id1 نظير BMP4 سبب القاى بيان ژن هاي هدف
تمايز سلول هاي PGC و Kit1 نيز بقا و تكثير PGC را كنترل مى نمايد. به 
نحوى كه جهش در اين ژن ها منجر به از دست رفتن كامل PGC در طى 
تكامل مي شود (58، 59 و 66-63). نتايج مولكولى مطالعات ما همچنين 
نشان داد كه ميزان بالاترى از ژن هاي ويژه سلول زايا در سيستم كشت 
ساده نسبت به سيستم هاي هم كشتى بيان مى شوند كه پيشنهاد مي كند 
كه استفاده از فيبروبلاست جنينى موش و STO به عنوان لايه تغذيه 

كننده تأثيرى بر تمايز سلول زاياى بدوى ندارد (55). 
Geijsen در سال 2004 تحقيقات خود را در زمينه توليد گامت از 
سلول هاي بنيادى جنينى موش با استفاده از اجسام شبه جنينى انجام و 
 In vitro پديدار شدن خود به خود سلول هاي زاياى بدوى مذكر در محيط
را گزارش نمود. وى در بررسى هاى خود بيان ژن هاي خاص سلول هاى 
اجسام شبه جنينى  در  و  موش  بنيادى جنينى  در سلول هاي  را  زايا 
در روز هاى 9-3 مورد قرار داده و سلول ها را بر اساس ماركر سطحى 
SSEA1 جدا نمود Geijsen .(67 ،38) در ادامه بررسى ها نشان داد كه 
اسيد رتينوئيك سبب تكثير سلول زاياى بدوى مى گردد. بدين ترتيب كه 
سلول هاي بنيادى جنينى يا سلول مشتق شده از اجسام شبه جنينى را بر 
روى يك لايه سلولى تغذيه كننده فيبروبلاست جنينى موش و در حضور 
اسيد رتينوئيك به مدت 7 روز كشت داد. وى نشان داد كه پس از پايان 
مدت كشت تمامى جمعيت سلولى SSEA1 مثبت، سلول زاياى بدوى 
يافته شاخص هاى متيلاسيون نظير  مى باشند. سلول هاي زاياى تمايز 
ژن هاى  Igf2r و H19 را بيان نموده و نيز فعاليت آلكالين فسفاتازى را دارا 

بودند (38، 68 و 69). 
   مطالعات جديدتر در سال هاى اخير توسط نيرنيا و همكاران توليد 
از مغز  از سلول هاي بنيادى مزانشيمى مشتق  سلول هاي زاياى مذكر 
استخوان موش و سلول هاي كارسينوماى جنينى تحت اثرات القايى اسيد 
رتينوئيك را نشان داده است (44 و 45). در مطالعه سلول هاي كارسينوماى 
جنينى، سلول هاي F9 ECC با اسيد رتينوئيك تيمار و سلول هاي كشت 
داده شده به درون تخمك تزريق گرديد كه منجر به توليد ساختارهاى شبه 
مورولا شد. سلول هاي كشت داده شده به درون بيضه موش هاى نابارور 
نيز پيوند زده شد و توانايى آن ها براى احياى اسپرم زايى بررسى گرديد. 
روش هاى بررسى شامل آناليز سيتومترى سلول هاي هاپلوئيد و ارزيابى 
پيوند جهت كشف فعاليت سلول هاي زايا در احياى اسپرم زايى بود. نتايج 
نشان داد كه هرچند احياى اسپرم زايى كامل نبوده است اما بيان ژن هاي 
سلول هاي زاياى قبل از ميوز نظير DAZL در پيوند ديده شد (44 و 45). 
گروه تحقيقاتى فوق همچنين سلول هاي بنيادى مغز استخوان را از موش 
ترانس ژنيك استخراج نمودند و فرآيند تمايز را در اين سلول ها نيز بررسى 
نمودند. سلول هاي بنيادى زاياى تمايز يافته به طور اختصاصى EGFP را 
بيان مي كردند. به دنبـال كشت دو هفته اى اين سلول ها در محيط حاوى 

109صفحه زهره ماكولاتى، مجيد نقدى

مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشكـي فسـا l سـال اول l شمـاره l 3 پاییز 1390

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
11

.1
.3

.1
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
1-

03
 ]

 

                               3 / 9

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2011.1.3.1.2
https://jabs.fums.ac.ir/article-1-73-en.html


مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشكـي فسـا l سـال اول l شمـاره l 3 پاییز 1390
صفحه

journal.fums.ac.ir

110

اسيد رتينوئيك، بيان شاخص هاى Fragilis ،Stella ،Mvh و Rnf17 كه 
در مراحل اوليه رشد سلول هاي بنيادى زاياى بدوى بيان مي گردند نيز 
مشاهده گرديد. اين مطالعه پيشنهاد مى كند كه سلول هاي مزانشيمى 
مغز استخوان در محيط كشت حاوى رتينوئيك اسيد قادر به تمايز به 

سلول هاي زايا مى باشند (45). 
زايا  به رده  براى ورود  انسانى  بنيادى جنينى  توانايى سلول هاي     
نيز به وسيله Clark و همكاران بررسى گرديد. اين محققين گزارش 
شبه  اجسام  در  اتفاقى  صورت  به  كه  سلول ها  از  برخى  كه  كردند 
جنينى پراكنده شده اند شاخص هاى ويژه هر مرحله از تكامل سلول 
زايا نظير Mvh و DAZL را بيان مى نمايند. اين مطالعه نشان مي دهد 
به  انسانى هر دو جنس ممكن است  بنيادى جنينى  كه سلول هاي 
صورت خود به خود به سلول هاي زايا متمايز شوند (40). مطالعات 
ديگرى نيز در زمينه تمايز سلول هاى زايا از سلول هاي بنيادى جنينى 
انسانى گزارش شده است. اين بررسى ها توسط Kee و همكاران در 
و   VASA) زايا  بيان شاخص هاى خاص سلول  افزايش  سال 2006 
محيط  به   BMP8b و   BMP4 ،BMP7 افزودن  دنبال  به   (Sycp3
 Drusenheimer .(41) كشت حاوى اين سلول ها را نشان داده است
و همكارانش در سال 2007 گزارشى مبنى بر تمايز سلول هاي زايا 
از سلول هاي بنيادى مغز استخوان انسانى را ارائه نمودند كه در آن 
از اسيد رتينوئيك به مدت 15روز استفاده شده بود. نتايج مولكولى 
 c-kit و Oct-4 ،Fragilis ،Piwil2 ،Vasa ،cyclinA2 ،Stella بيان ژن هاي
اسيد  دريافت  بدون  موش  استخوان  مغز  بنيادى  سلول هاي  در  كه 
رتينوئيك بيان نشده و يا به ميزان كمى بيان مي شود را نشان داد. 
اين در حالى كه است كه سلول هاي مزانشيمى مغز استخوان انسان 
در حضور يا عدم حضور اسيد رتينوئيك، ژن هاي مشابه با سلول هاي 
زاياى بدوى را بيان مى كنند بيان برخى از اين ژن ها در حضور اسيد 

رتينوئيك افزايش مى يابد (46). 

   تكثير سلول هاى زایاى بدوى در محیط In vitro: در طى 
مرحله دوم از تكامل سلول هاى زاياى بدوى، سلول هاى اوليه اى كه 
قاعده  از  مهاجرت  به  شروع  مى شوند  شناخته  زايا  سلول  عنوان  به 
تكثير  مسير  اين  در  و  نموده  تناسلى  ستيغ  سمت  به  آلانتوئيس 
از تكثير در  زاياى بدوى داراى دوره محدودى  مى يابند. سلول هاى 
محيط In vitro مى باشند و سپس به مرحله توقف رشد فرو مى روند 
كه اين وقايع مشابه با سير تكاملى آن ها در محيط In vivo  مى باشد 
 PGC (70). تا به امروز سيستم هاى كشت متعددى جهت بقا و تكثير
-8/5 مراحل  جنين هاي  از   PGC جداسازى  است.  شده  تثبيت  ها 

13/5 روزه و كشت آن ها در سيستم هاي كشت مختلف امكان بررسى 
تأثير فاكتورهاى مختلف بر بقا و تكثير اين سلول ها را فراهم كرده 
غني  محيط كشت هاي  از  اوليه  آزمايش هاى  در   .(72 و   71) است 
شده با بافت هاي جنيني مختلف استفاده شد و مشاهده گرديد كه 
ستيغ تناسلي فاكتورهاي محلولي را ترشح مي كند كه تعداد PGCها 
را افزايش مي دهد (73). نتيجه اين تحقيق خالص سازي فاكتور هاي 
رشد داراي اثرات مشابه با نمونه In vivo بود. يافته هاى مهمى كه از 
نتايج كشت PGC به دست آمده از اپى بلاست و ستيغ تناسلى در 
محيط In vitro به دست آمده اين است كه اين سلول ها در پاسخ به 

Leukemia inhibitory factor (LIF)  و سيگنال هايى نظير 
tumor necrosis (78) (TNF)-α ،(74-77) Stem cell factor (SCF)
 beta fibroblast growth factor فورسكولين و فاكتورهـاى رشد ،factor
(KL) Kit Ligand و                                                                  

شده  القا  سلولى  داخل  سيگنال هاي  بعلاوه،   .(78) مى يابند  تكثير 
عملكرد   .(18) دارد   PGC تكثير  در  مهمى  نقش  نيز   RA توسط 
سيگنال هاي  القاى  طريق  از  است  ممكن  رتينوئيك  اسيد  تكثيرى 
ضد آپوپتوزى و يا كوتاه كردن سيكل سلولى در PGC باشد (79). 
نقش تكثيرى فاكتور Buffalo rat liver cell (BRL-CM) نيز توسط 
Kawase و همكاران اثبات شده است (80). همچنين، افزايش بقا و 
تكثير PGC هاى جدا شده از جنين هاي 8/5 تا 10/5 كشت داده 
 STO سلول هاي  نظير  مناسب  كننده  تغذيه  لايه هاي  روى  بر  شد 
 (83)  Sl/Sl4-m220 و   (82)  TM4 رده  سرتولى  سلول هاى   ،(81)
تناسلي  ستيغ  از  جداشده  انساني   PGC كشت  است.  شده  گزارش 
جنين هاي 7 تا 8 هفته به مدت 2 روز بر روي لايه تغذيه كننده 
فيبروبلاست و در حضور فورسكولين و ليگاند كيت نيز نتايج مثبتى 
را بر بقا و تكثير اين سلول ها داشته است (84-86). نتايج تحقيقات 
سلول  تكثير  بر   RA از  استفاده  مثبت  تأثيرات  از  حاكى   Geijsen
شبه  اجسام  از  شده  مشتق  زاياى  سلول هاي  وى  بود.  بدوى  زاياى 
جنينى را براى 7 روز در حضور RA و بر روى يك لايه سلولى تغذيه 
تمامى  روز   7 از  داد. پس  فيبروبلاست جنينى موش كشت  كننده 
جمعيت سلولى SSEA1 مثبت، سلول زاياى بدوى بودند و فعاليت 
آلكالين فسفاتازى اين سلول ها نيز مثبت بود Koshimizu .(38) نيز 
نشان داد كه RA در محيط In vitro سبب تحريك تكثير ميتوزى 
PGC تا روز 13/5 بعد از نزديكى مى شود (18). مطالعات West نيز 
نشان دهنده افزايش معنى دار بيان ژن هاي مراحل قبل، حين و بعد 
مهاجرت سلول زاياى بدوى نظير ژن و پروتئين Mvh در سيستم هم 
كشتى با سلول هاي فيبروبلاست جنيني موش به عنوان يك منبع 
سلول  از  مشتق شده  زاياى  سلول هاي  سازي  غني  سيگنالي جهت 
بنيادي جنيني انسان بود (87). تكثير سلول هاي زاياى مشتق شده 
 Drusenheimer از سلول هاي بنيادى مغز استخوان انسانى نيز توسط
و همكارانش در سال 2007 گزارش شده است. آن ها در بررسى خود 
مولكولى  بررسي هاى  نتايج  كردند.  استفاده  مدت 15روز  به   RA از 

نشان دهنده افزايش بيان ژن هاي Oct-4 و Mvh بود (46). 

نتیجه گیرى

   انتخاب محيط كشت و مكمل هاى مناسب، تأثير زيادى بر رشد 
و عملكرد سلول هاي جنينى در محيط خارج از بدن دارد (88). تا 
مطالعات  ارتقاى  راستاى  در  متعددى  كشت  سيستم هاي  امروز  به 
نابارورى ابداع گرديده است (89). هرچند كه نتايج حمايت كننده از 
توليد سلول هاي زاياى بدوى عملكردى در محيط In vitro گسترده 
و  توليد  نشان دهنده تلاش هاي در زمينه  اين مطالعات  اما  نيست، 
تشخيص اين سلول ها در محيط آزمايشگاه مي باشد. با وجود تحقيقات 
انجام شده، انجام مطالعات گسترده تر جهت تشخيص شرايط صحيح 
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كشت شامل مكمل هاى تغذيه اى صحيح مى تواند در تكامل مؤثرتر 
انجام  جهت  سلول ها  اين   .(91 و   90) نمايد  كمك  زايا  سلول هاي 

تحقيقات و درمان نابارورى بسيار با ارزش مى باشند.
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Abstract

Primordial germ cells (PGCs) are highly specialized cell population that arises from the epiblast in vivo. There are three 
critical steps in the life cycle of these cells: 
1-Specification 2-migration and proliferation 3-prenatal and postnatal sex specific development. Specification of germ cells 
in epiblast occurs due to signals secreted from extraembryonic tissues. Primordial germ cells are required for continuation 
and development of the species. Thus, differentiation and purification of these cells from different cell sources is valuable 
for research, genetical analysis of germ cell development, epigenetic eveluation and infertility treatment. The most import-
ant part in the germ cell differentiation includes; optimum media selection, distinguishing and purification of differentiated 
cell.  Several studies about in vitro PGC differentiation have been reported. In order to distinguish PGCs in vitro, specific 
markers which are expressed in these cells are used. Furthermore, functional ability of these cells for production of off-
spring can be employed for this purpose. 

Keywords: Primordial germ cell, Differentiation, Proliferation
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