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دهنده درمان تعـدادي از مـوارد نابـاروري          تواند نوید  هاي ژرمینال در محیط آزمایشگاهی می      تولید سلول : زمینه و هدف  

یـان ژن   هـاي ژرمینـال، ب     موش به سـلول    هاي بنیادي جنینی   مطالعه حاضر ضمن بررسی فرایند تمایز سلول      . مردان باشد 

Testis specific 10 (Tsga10)است یند مورد بررسی قرار دادهابار در این فر  را نیز براي اولین.  

ی کی دانشگاه علـوم پزش ـ ک پزشکه در گروه ژنتیک است (In vitro) مطالعه آزمایشگاهی کاین مطالعه ی: روش بررسی

 Retinoic)یک اسید ییادي جنینی موشی توسط رتینوهاي بن سلول.  انجام شده است1391 اسفند تا 1390 بهمناز تهران 

acid, RA)بیان سـه  25 و 12، هفتهاي در حال تمایز روزهاي  در نمونه سلول .هاي ژرمینال القا شدند  به سمت سلول 

 Reverse transcription polymerase chain بـا اسـتفاده از   Post-meiotic و Pre-meiotic ،Meioticهـاي   گـروه از ژن 

reaction (RT-PCR)براي بررسی بیان ژن .  بررسی شدTsga10ژن اختـصاصی اسـپرماتوژنز  کعنوان ی  به ، Real-time 

RT-PCR    ین یحضور پروت.  انجام گرفت و نتایج تفسیر گردیدTSGA10بلاتینـگ و  وسـترن  یافته بـا  هاي تمایز  در سلول 

  .شد تایید (Immunocytochemistry) ایمونوسایتوشیمی

هـاي غیـر     مقـدار پایـه آن در سـلول   32/0  بـه Tsga10میزان نسبی بیـان  ) 12روز (در مراحل اولیه روند تمایز     :ها  یافته

 افـزایش   2/2 مقـدار   بـه  Tsga10میزان نسبی بیـان     ) 25روز  ( Post-meioticهاي    از بیان ژن   پس. اهش یافت کیافته   تمایز

این میـزان  .  بود170و  150 ،125ترتیب   روزه به15 و 10 ،پنج در بیضه موش Tsga10همچنین میزان بیان نسبی    . یافت

  . برآورد شد1650در بیضه موش بالغ برابر 

 نـسبت بـه     Post-meioticهـاي     از بیـان ژن    پس Tsga10هاي بنیادي جنینی، بیان       تمایز سلول  فراینددر طی   : گیري  نتیجه

، Post-meioticبه  Meiotic مرحله در طی عبور از  Tsga10افزایش بیان   .  برابر افزایش داشت   6/6  حدود Meiotic مرحله

  .دهد هاي ژرمینال نشان می امل سلولکرا در مراحل ت ین آنینقش این ژن و محصول پروت

  .هاي بنیادي جنینی، تمایز سلولی، ناباروري مردان، موش سلول، Tsga10 بیان ژن، :یديلک لماتک

 
  

 رنج ناباروري مشکل از دنیا سراسر در ها وج ز%10-15 حدود

 اگرچه 1.دهند می نابارور تشکیل مردان را آنها از نیمی که برند می

 مشکلات مانند اي شده شناخته علل با ناباروري مردان موارد از برخی

   ا مواردـام هستند، هـتوجی قابل هورمونی اختلالات اـی مجاري تناسلی

  
 در ناباروري علل اصلی از .اند خته ماندهناشنا همچنان نیز بسیاري

 یا طبیعی مورفولوژي با هاي کاهش اسپرم اسپرم، تعداد کاهش مردان

 شده انجام هاي پژوهش 2.است پیشرونده فاقد حرکت هاي اسپرم

 اجازه اخیر، هاي سال در حرکت اسپرم اختلال مولکولی علل درباره

 به را سالم سپرما تولید در مؤثر هاي ینیو پروت ها ژن بررسی

اسپرم،  ساختار به ربوط مهاي ینیپروت و ها ژن .داده استپژوهشگران 

  مقدمه

 
  

 

  754 تا 748هاي  ، صفحه11 شماره ،72دوره ، 1393بهمن ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  20/11/1393:        آنلاین24/10/1393:      پذیرش  18/05/1393: دریافت                     چکیده
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Tehran Univ Med J (TUMJ) 2015 February;72(11):748-54 

 یک هر  متابولیسم وینییپروت فسفوریلاسیون کلسیمی، هاي سیگنال

 ژنتیکی عوامل تاکنون. باشند مؤثر طبیعی اسپرم کارکرد در توانند می

 .اند دهش مطرح اسپرم حرکتی در اختلال مؤثر عامل عنوان به مختلفی

 (Kartagener syndrome) کارتاژنر سندرم ها، این بیماري از یکی

 عمومی در اختلال با مغلوب بیماري اتوزومال عنوان به که است

شناخته  تنفسی مسیرهاي و اسپرم جمله از بدن هاي مژکدار سلول

  .شود می

 مولکولی عوامل عنوان آکسونم به ساختمان در مؤثر ژن سه تاکنون

 دیگري هاي ژن همچنان رسد می نظر و به اند شده شناخته ريبیما این

 متوسط آکسون اسپرم، دم میانی قطعه در 3.باشند ؤثر مبیماري این در

 با و شده  احاطه(Outer dense fibers, ODF)خارجی  فشرده فیبر 9با 

 از پس که  انتهاییبخش در .شود می برگرفته در میتوکندریال پوشش

پوشش  وسیلۀ به میتوکندریالپوشش  این است، گرفته قرار میانی قطعه

  ازعدد دو FS در .گردد می  جایگزین(Fibrous sheath, FS) فیبري

ODFتوسط  قطعات این که شود می جایگزین طولی وسیلۀ قطعات  به

ساختار و  ه درکمطالعاتی  .شوند می وصل هم به عرضی هاي طناب

 نقش  این جزءیاحتمال بهه کت شده، نشان داده اس انجام FS متابولیسم

هاي   جزو دسته ژنTsga10 ژن 4.دارد اسپرم حرکت مهمی در توانایی

 موش و کروموزوم یکاختصاصی بیضه است که بر روي کروموزوم 

این ژن در مراحل آخر اسپرماتوژنز بیان .  انسان واقع شده استدو

 این .دم اسپرم دارد يبریپوشش فظاهر نقش مهمی در  بهشود و  می

افراد مبتلا به آزواسپرمی  شود اما در ژن در بیضه افراد نرمال بیان می

   5.شود غیر انسدادي بیان نمی

 هاي بنیادي جنینی هاي ژرمینال از سلول توانایی تولید سلول

(Embryonic stem cells, ESCs) الگو قدرتمندي را براي بررسی 

ویژه در انسان  الگو بهاین . رده استکهاي ژرمینال ایجاد  امل سلولکت

ها در محیط داخل بدن دشوار است  ه برداشت و دستکاري بافتک

هاي شبیه   در چندین آزمایشگاه تولید سلولتازگی به 6.استارزشمند 

   7. نشان داده شده استESCهاي ژرمینال مردانه از  اووسیت و سلول

طور  توانند به  میESCs می ازکطبق این مطالعات تعداد 

 BMP4, BMP7تورهاي رشد ویژه مثل کخودي یا در حضور فا خودبه

 ,Primordial germ cells)هاي ژرمینال پریموردیال   به سلولBMP8یا 

PGCs) مورد هم ک در ی8.ساز اسپرم هستند تبدیل شوند ه پیشک 

اند و توانایی لقاح و تولید نوزاد  ها وارد میوز شده ه سلولکثابت شده 

هاي ژرمینال تولیدي توسط  ور کلی سلولط به. زنده را دارند

ینی سطحی و الگوي یمورفولوژي، پروفایل بیان ژنی، مارکرهاي پروت

 با توجه به مطالعات 9.متیلاسیون ویژه ژرمینال قابل تشخیص هستند

هاي مردانه از  گذشته هنوز مسایل بسیاري در مورد تولید گامت

 این مطالعه در. استهاي بنیادي جنینی ناشناخته باقی مانده  سلول

هاي  عنوان یک مارکر نهایی تولید گامت  بهTsga10چگونگی بیان ژن 

هاي ژرمینال  هاي بنیادي جنینی به سلول مردانه، در طول تمایز سلول

هاي جدیدي از  و همچنین جنبه در موش مورد ارزیابی قرار گرفت

  .روشن گردید یندااین فر

  

  
 1390 از بهمن بوده و (In vitro)لعه از نوع آزمایشگاهی  مطااین

ی تهران کی دانشگاه علوم پزشک پزشک در گروه ژنتی1391 اسفندتا 

هاي جنینی  هاي فیبروبلاست در این مطالعه از سلول. انجام شده است

ي  عنوان لایه  بهMouse embryonic fibroblasts (MEFs) موشی

ها،  جهت تهیه این سلول  استفاده شد،(Feeder)ننده ک  تغذیهسلولی

یسه زرده، کرده، کها خارج   بارداري موش5/12ها را در روز  جنین

ها پس از چندین مرحله  آمنیون و جفت از آن جدا شده و جنین

 ml 10 شوند، سپس این قطعات درون قطعه می وشو، قطعه شست

 از چرخش مغناطیسی و پسریخته و  Trypsin/EDTA محلول

شت کرا در محیط  ه آنکشود  یل میک، رسوب سلولی تشوژیفیسانتر

 cm2 75شت سلولی ک ک فلاسدوقرار داده سپس این محلول را به 

ثیر این کردن تک براي متوقف Cاز میتومایسین . شوند میمنتقل 

  .ها استفاده شد سلول

جهت . هاي بنیادي جنینی روي این محیط کشت داده شدند سلول

کارگیري تریپسین از  ههاي بنیادي جنینی با ب  تمایز، سلولالقاي فرایند

ها  پس از آن، مراحل تمایز براي سلول. شوند  جدا میMEFهاي  سلول

 Leukemia inhibitory براي شروع تمایز ابتدا لازم است. شدشروع 

factor (LIF)در این مطالعه از.  از مواد محیط کشت حذف شود 

 براي القاي M 5-10 با غلظت (Retinoic acid, RA) یک اسیدیرتینو

 تعدادي از ، به محیط کشتRA از اضافه کردن پس. تمایز استفاده شد

براي اینکه . شوند هاي بنیادي جنینی وارد مرحله میوز می سلول

هایی که وارد میوز  ها بتوانند میوز را به پایان برسانند باید سلول سلول

  بررسی روش 
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هاي بنیادي جنینی مورد استفاده در  ولسل. ردکاز بقیه جدا را اند  نشده

 Stra8 پروموتر ژن ،تر ه پیشک بودند pEGFP1این مطالعه حاوي ناقل 

بنابراین با ورود .  در آن کلون گردیده بودEGFP انسکبه س وستیپ

رنگ ها سبز  و سلولودش  در آنها بیان می GFP ،ها به میوز سلول

ها با  داسازي سلولج. ها است ه اساس جداسازي سلولک شوند، می

 BD FACSAria II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)دستگاه 

 nm 507 موج دستگاه براي این آزمایش روي طول. انجام گرفت

 Cell sorting از انجام پس . تنظیم شدEmissionعنوان سیگنال  به

 غیرفعال MEF حاوي cm2 25 شده به یک فلاسک هاي جدا سلول

  .دشده منتقل شدن

 جدا GFPهایی که بر اساس بیان  از سلولبراي تمایز نهایی، 

 M 8-10 با غلظت RAها را تحت اثر  این سلول. شدنداند استفاده  شده

 و در طی این شدها را تعویض  هر روز محیط کشت سلولداده و قرار 

هایی از   نمونه.ها مورد بررسی قرار گرفت سلولمدت مورفولوژي 

 از ،RA آغاز از پس روز 25 و 12، هفت زمانی ها در فواصل سلول

 10 و پنجها و نیز از بافت بیضه موش   از سلولRNA. ها تهیه شد سلول

  . روزه استخراج شد15و 

: Post-meiotic و Pre-meiotic ،Meiotic گروه ژن سهبررسی بیان 

عنوان مارکرهاي   بهNanog و Oct4هاي  در این مطالعه بیان ژن

Pluripotencyژن ، Stra8ر کعنوان مار  بهPre-meioticهاي  ، ژنDazl و 

Sycp3 عنوان مارکرهاي   بهMeioticهاي   و ژنProtamin1 و Spata19 

 Reverse کنیک با استفاده از تPost-meioticرهاي کعنوان مار به

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)بررسی شد .  

 ژن کعنوان ی بیان این ژن به: Tsga10بررسی تغییرات بیان ژن 

 مورد بررسی قرار Real-time RT-PCRاختصاصی اسپرماتوژنز توسط 

  House keeping ژن کعنوان ی نیز به Tbpنار آن از ژن کگرفت و در 

 StepOne™ software version 2.1 از ها براي آنالیز داده. استفاده شد

(Applied Biosystems, Austin, TX, USA)استفاده گردید .  

جهت : یافته هاي تمایز  در سلولTSGA10ین یبررسی حضور پروت

-SDSیافته لیز شده و الکتروفورز  هاي تمایز انجام وسترن بلاتینگ سلول

PAGE بر روي محصول لیز سلولی و همچنین لیز بافت بیضه انجام 

با  ایمونوسایتوشیمینش کوا. شد پس از آن بلاتینگ صورت گرفت

 و TSGA10 Mouse Anti Human منوکلونال اولیه بادي ه از آنتیاستفاد

با پس از آن . انجام شد Goat Anti Mouse Ig-HRPبادي ثانویه  آنتی

 ,DAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO زا استفاده از محلول رنگ

USA)، ین ی پروتبودنTSGA10بررسی شد .  

  

  
هاي بنیادي جنینی  در سلول: (Pluripotency)نی هاي پرتوا ژن

هاي کنترل   بیان بالایی داشتند ولی در نمونهOct4 و Nanog هاي ژن

  .منفی بیانی نداشت

بیان ژن : Post-meiotic و Pre-meiotic ،Meioticهاي  بیان ژن

Stra8 )عنوان ژن  بهPre-meiotic ( بعد از شروعRAشدت افزایش   به

در همین زمان . ها به مرحله میوز است معنی ورود سلول یافته و این به

ه ناقل وارد آنها شده است به رنگ کهاي بنیادي جنینی  ه سلولکاست 

، 12 و هفتهاي روزهاي   در تمامی نمونهStra8بیان . آیند می سبز در

 پس روز هفتاز ) Sycp3 و Meiotic )Dazlهاي  بیان ژن. بالا بود 25

 در Sycp3 و ژن هفت روز Dazlژن .  آغاز شدRAاز شروع 

رسد آغاز ورود  نظر می به. ردندک شروع به بیان 12هاي روز  نمونه

بیان ). 1 لکش( باشد RA از شروع پس هفتها به میوز از روز  سلول

 در تمامی Post-meioticعنوان مارکرهاي  به Prm1 ،Spata19هاي  ژن

 منفی 12 و هفتوزهاي هاي ر یافته و نمونه تمایز  غیرESهاي  نمونه

ها  یند تمایز بیان این ژنا روز از شروع فر25 از گذشت پس. بود

  .مثبت شد

 در تمامی Tsga10 براي بررسی بیان ژن Real-timeنش کوا

 (Duplicate)صورت دوتایی  ها به نشکوا. هاي موجود انجام شد نمونه

 StepOne™ Real-Time PCR Systemsدر دستگاه  و طراحی

(Applied Biosystems, Austin, TX, USA)انجام شد .  

 را Tsga10یافته بیان پایینی از  تمایز هاي بنیادي جنینی غیر سلول

این  ،StepOne Softwareفزار ا در آنالیز میزان بیان ژن با نرم. نشان دادند

 یک و عدد گرفته شدها را معادل بیان پایه در نظر  میزان بیان در سلول

ه در مراحل اولیه روند تمایز کنتایج نشان داد . اده شددبه آن اختصاص 

میزان ) 12یعنی در روز (هاي ژرمینال  هاي بنیادي جنینی به سلول سلول

-Postهاي   از بیان ژنپس. اهش یافتک 32/0  بهTsga10نسبی بیان 

meiotic میزان نسبی بیان 25 یعنی در نمونه مربوط به روز Tsga10 

 10، پنجدر این مطالعه از نمونه بیضه موش .  یافت افزایش2/2 مقدار به

  میزان بیان نسبی . نترل استفاده شدکعنوان   روزه و نیز موش بالغ به15و 

  ها یافته
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هاي  سلول) 2( و RA از پس ESهاي  سلول) 1( در Star8بیان ژن : A-1شکل 

) 2( و هفتنمونه روز ) 1( در Dazlبیان : B .یافته بنیادي جنینی غیرتمایز

 و 14نمونه روز ) 1( در Sycp3بیان : Cیافته و  هاي بنیادي جنینی غیرتمایز سلول

  (Ladder 100bp) .یافته هاي بنیادي جنینی غیرتمایز سلول) 2(

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  )2(و بیضه موش بالغ ) 1(یافته  هاي تمایز  در سلولTSGA10بیان پروتیین : 3شکل 

  
Tsga10 روزه 10، در بیضه موش 125 روزه برابر پنج در بیضه موش 

میزان این بیان در بیضه .  بود170 روزه 15 و در بیضه موش 150برابر 

 ).2ل کش( بود 1650موش بالغ برابر 

هاي بنیادي جنینی به  ها در طی تمایز سلول بر اساس این داده

ها به میوز میزان بیان  هاي ژرمینال در هنگام ورود سلول سلول

Tsga10 سپس در طی گذر از میوز به . فتاهش یاک 3/1 به حدود

 برابر افزایش 9/6  حدودTsga10 میزان بیان Post-meioticمرحله 

 15 در بیضه موش Tsga10 نیز میزان بیان In vivoدر محیط . فتیا

   برابر موش2/1  روزه10 روزه و در موش 10 برابر موش 13/1 روزه

  

  

  

  

  

  

  

هاي بنیادي  سلول: A: هاي مختلف نه در نموTsga10میزان بیان نسبی : 2شکل 

: Eتمایز به کاردیومیوسایت، : D، 25روز : C ،12روز : B. یافته تمایز جنینی غیر

  .بیضه موش بالغ: F روزه و 15بیضه موش 

  
  

  

  

  

  

  

  

  
هاي بنیادي جنینی در طی تمایز بیان پروتیین  هاي سلول  کلونی:B و A: 4شکل 

TSGA10    ،C: بادي اولیه هاي بدون آنتی یکلون(نترل منفی ک(  

  
 برابر 7/9  در بیضه موش بالغ حدودTsga10میزان بیان . بود روزه پنج

  .بود روزه 15بیان در موش 

هاي بنیادي   در سلولTSGA10ین یجهت بررسی وجود پروت

هاي ژرمینال و نمونه بیضه موش از تست  یافته به سلول جنینی تمایز

 65  باند قويکمونه بیضه موش یدر ن. وسترن بلات استفاده شد

.  کیلودالتون دیده شد27 تر در محدوده کیلودالتون و یک باند ضعیف

متر دیده شد کیافته هم این دو باند با شدت  هاي تمایز در نمونه سلول

یافته به  هاي بنیادي جنینی تمایز ل، سلولک پروتبر اساس ).3 لکش(

  .مورد بررسی قرار گرفتند TSGA10کلونال  بادي پلی با آنتیژرم سل 

KDa 65 

KDa 27 
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اي  نظر به رنگ قهوه هاي مورد  سلول،DAB از اضافه کردن پس

ها بود   در سلولTSGA10ن ییدهنده حضور پروت درآمدند که نشان

  ).4 لکش(

  

  
هاي بنیادي جنینی به سمت  روند تمایز سلولحاضر در مطالعه 

بندي گذر از مراحل مختلف میوز  هاي ژرمینال را بر اساس زمان سلول

هاي   شاهد جهت بررسی سلولکعنوان ی  بهTsga10بررسی و از ژن 

ي تمایز  ردي و نیز مقایسهکهاي عمل ژرمینال تولیدي از نظر بیان ژن

  .ردیمک استفاده In vivo و In vitroبین محیط 

 و Tsga10بین بیان ژن دهنده ارتباط قوي  شان نپیشینمطالعات 

سته ک قبل از شTSGA10امل کین ی پروت10.انجام اسپرماتوژنز هستند

یلودالتونی ک 27 تکهسته شدن، ک از شپس کیلودالتون است و 65شدن 

در . کند ت میکاسپرم شر آن در ساختار دم N-terminalقسمت 

 دامین ک یTSGA10 پروتیینه ک نشان داده شده هاي پیشین پژوهش

هاي با میزان رشد بالا مانند  در سلولروموزومی دارد و ک کیکتف

هاي اولیه بیان بالایی  هاي جنینی و تعداد زیادي از سرطان بافت

   11.دارد

 معرفی Cancer testis antigen ژن کعنوان ی در نتیجه این ژن به

 اخیر بیان این ژن در برخی هاي پژوهش همچنین در 13و12.شده است

 گردید مشاهده 14-16.اتو ایمیون نشان داده شده استهاي  از بیماري

هاي ژرمینال تولید شده در محیط آزمایشگاهی  ه در طی گذر سلولک

افزایش  Tsga10 میزان بیان Post-meiotic به Meioticاز مرحله 

امل کمراحل ت.  استIn vivoه این افزایش مطابق با تغییرات کیابد  می

تواند تقسیم   از تولد به سه فاز میپس سیر اسپرماتوژنز در بیضه موش

 Spermatogonial)هاي بنیادي اسپرماتوگونیال  ازدیاد سلول: شود

stem cells, SSCs) از تولد، شروع میوز پسیک تا هفت  در روزهاي 

 به اسپرماتوسایت و در نهایت تولید اسپرماتیدهاي گرد SSCsو تمایز 

 تولد و در نهایت  ازپس 20 تا هشتهاپلویید در طی روزهاي 

 پس 36 تا 21اسپرمیوژنز و تولید اسپرماتوزوآي بالغ در طی روزهاي 

   17.از تولد موش

 در بیضه موش Tsga10 میزان بیان ژن ،دانتایج این مطالعه نشان د

ه در طی گذر ک،  برابر است7/9  روزه حدود15بالغ نسبت به موش 

 و Post-meiotic به ) روزه15موش (هاي ژرمینال از فاز میوزي  سلول

یابد و همچنین در  شدت افزایش می  بهTsga10اسپرم بالغ میزان بیان 

 25 در روز Tsga10هاي بنیادي جنینی، بیان  یند تمایز سلولاطی فر

نسبت به ) Post-meioticهاي   از بیان ژنپس (RA از شروع پس

افزایش .  برابر افزایش داشت6/6 حدود) فاز میوزي (12کشت روز 

، نقش این Post-meiotic به Meiotic در طی عبور از فاز Tsga10بیان 

هاي ژرمینال  امل سلولکرا در مراحل ت ین آنیژن و محصول پروت

 In vitro هم در محیط و In vivoاگرچه هم در محیط . دهد نشان می

 In vivo مشاهده شد اما این افزایش در محیط Tsga10افزایش بیان 

علت  ن است بهکاین تفاوت بیان مم. بود In vitro بیش از محیط

شت کیند تمایز در بیضه موش نسبت به اارایی فرکتفاوت در میزان 

  . باشد In vitro لایه در محیط کت

در آزمایش وسترن بلات در نمونه بیضه موش ما دو باند مجزا 

و   TSGA10امل کین یتر مربوط به پروت ه باند بزرگکردیم کمشاهده 

ه در ساختار دم کسته شده است ک شبخشتر مربوط به  کوچکباند 

هاي ژرمینال حاصل از تمایز  در نمونه سلول. اسپرم نقش دارد

همین الگو را مشاهده  نانهیزبیرطور  بهیز ما نهاي بنیادي جنینی  سلول

 در این مطالعه جهت .ه بیانگر مسیر درست تمایزي استکردیم ک

  از ژنPost-meiotic ي ه مرحلههاي بنیادي ب پیگیري تمایز سلول

Stra8عنوان ژن   بهPre-meioticهاي  ، ژنDazl و Sycp3عنوان   به

-Postهاي  عنوان ژن  بهSpata19 و  Prm1هاي   و ژنMeioticهاي  ژن

meioticاستفاده شد .  

هاي بررسی اثرات یک ژن در موجودات زنده  یکی از روش

هاي هدف و یا   بیان ژنغیرفعال کردن این ژن و مطالعه تغییر در

تولید موجود زنده به این روش . اختلالات عملکردي در موجود است

 18. استاي  پرهزینهو بر  روش زمانKnockoutیعنی تولید حیوان 

علاوه مسایل  مشکلات تولید سازه مناسب جهت غیرفعال کردن ژن به

تولید حیوان (مربوط به تولید جنین و حیوان زنده، این کار 

Knockout (ترین مطالعات آزمایشگاهی قرار داده  را در زمره سخت

یند اهاي دخیل در فر زمانی که قرار است بررسی ژن. است

تر  یند کمی سختااسپرماتوژنز مورد بررسی قرار گیرند این فر

  . شود می

هاي دخیل در مراحل  یک روش جایگزین براي بررسی نقش ژن

هاي ژرمینال در محیط  د سلولاسپرماتوژنز، استفاده از الگو تولی

  بحث
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هاي بنیادي   از سلول(In vitro derived germ cells)آزمایشگاهی 

ه اگر در کطوري  به.  استKnockoutجاي تولید حیوان  جنینی به

 کرده Knockoutهاي بنیادي جنینی یک ژن اختصاصی بیضه را  سلول

ا در ها ر و سپس این سلول )DNAدر یک زنجیره یا هر دو زنجیره (

فعال  هاي ژرمینال قرار دهیم، اثرات غیر سمت سلول یند تمایز بهافر

  .هاي حاصل قابل بررسی است شدن آن ژن در سلول

رسد با توجه به شباهت الگوي بیان ژنی در  نظر می بنابراین به

هاي بنیادي  هاي ژرمینال از سلول یند تولید آزمایشگاهی سلولافر

عنوان الگویی براي بررسی اثرات  وان بهت ها می جنینی، از این سلول

افزون بر . ردکیند اسپرماتوژنز استفاده ا ژن در فرکردن یکغیرفعال 

توان  هاي تمایزي در آینده می هاي بیشتر و بهبود روش با بررسیاین 

ل ناباروري در تعدادي از بیماران کها براي حل مش از این سلول

  .ردکنابارور استفاده 

نامـه دانـشجویی بـا      مقاله حاصل بخـشی از پایـان    این :سپاسگزاري

هـاي بنیـادي     ینـد تمـایز سـلول     ا در فر  Tsga10بررسی بیان ژن    " عنوان

 "(In vitro)هاي ژرمینال در محیط آزمایـشگاهی   جنینی موشی به سلول

-11868 دک ـ با 1390-91ه در مقطع دکتري تخصصی، در سال  کاست  

  . تهران اجرا شده استی با حمایت دانشگاه علوم پزشک30-01-90
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Background: About 15% of couples have fertility problems and male factor in fertility 

accounts for half of the cases. In vitro generation of germ cells introduces a novel ap-

proach to male infertility and provides an effective system in gene tracking studies, 

however many aspects of this process have remained unclear. We aimed to promote 

mouse embryonic stem cells (mESCs) differentiation into germ cells and evaluate its ef-

fectiveness with tracking the expression of the Testis specific 10 (Tsga10) during this 

process. 

Methods: This is an in vitro study that was performed in department of Medical Genet-

ics in Tehran University of Medical Sciences from February 2012 to March 2013. 

Mouse embryonic stem cells were cultured on mouse embryonic fibroblast as feeder 

layer. Then mESCs were differentiated into germ cells in the presence of Retinoic Acid. 

Based on developmental schedule of the postnatal testis, samples were taken on the 7th, 

12th and 25th days of the culture and were subjected to expression analysis of a panel 

of germ cell specific genes (Stra8 as pre-meiotic, Dazl and Sycp3  as meiotic and Pro-

tamin1 and Spata19 as Post-meiotic). Expression of Testis Specific Gene 10 (Tsga10) 

at RNA and protein levels was then analyzed. 

Results: It was shown that transition of embryonic stem cells from mitosis to meiosis 

occurred between 7th and 12th days of mESC culture and post-meiotic gene expression 

did not occur until 25th day of the culture. Results showed low level of Tsga10 expres-

sion in undifferentiated stem cells. During transition from meiotic to post-meiotic 

phase, Tsga10 expression increased in 6.6 folds. This finding is in concordance with in 

vivo changes during transition from pre-pubertal to pubertal stage. Localization of proc-

essed and unprocessed form of the related protein was similar to those in vivo as well. 

Conclusion: Expression pattern of Tsga10, as a gene with critical function in sper-

matogenesis, is similar during in vitro and in vivo germ cell generation. The results 

suggest that in vitro derived germ cells could be a trusted model to study genes behav-

ior during spermatogenesis. 

 
Keywords: Cell differentiation, embryonic stem cells, gene expression, male infertility, 
mice, Tsga10. 
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