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  و کاهش آپوپتوز ریتکث شیموش نوزاد، افزا یاسپرماتوگون یادیبن یهابر سلول نیملاتون یاثرحفاظت انجماد
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 چکیده

به حداقل رساندن    یتلاش برا   ، ی( در شروع اسپرماتوژنژ و حفظ بارور SSCS)  ی اسپرماتوگون  یادیبن  یهاسلول  یدیو نقش کل  ینابارور  زانیم  شیبا توجه به افزا   مقدمه: 

مطالعه به منظور    نیا   نیبنابرا .  شودیمحسوب م  ینیو بال  ه یپا  قاتیدر تحق  تی از مباحث حائز اهم   ی کی  SSCsمدت    یطولان  یدارنگه  یهاکیاز تکن   یناش  یهابیآس
 .شد یانجماد و ذوب طراح  ندیفرا  ینوزاد موش ط یاسپرماتوگون  یادیبن یهابر سلول نیاثر ملاتون یبررس

  ی تومتریفلوسا  کیتوسط تکنID4شده و با نشانگر     یجداساز  یمیبعد از هضم آنز  BALB/Cروزه نژاد    3-5نر    از نوزادان موش  یاسپرماتوگون  یادیبن  یهاسلول  ها: روش

شدند.    زیماه فر  ک یبه مدت    هیپا  یماد انج  طیدر مح  نیملاتون  کرومولاریم  100( و گروه  یانجماد  هیپا  طیها در دو گروه کنترل )محشدند. بعد از کشت، سلول  تیماه  دییتا
  05/0  یداریقرار گرفت. سطح معن  یابیها مورد ارزدر سلول   Gfra1  یریتکث  نیپروتئ  انیو ب   Caspase-3  یآپوپتوز  نیپروتئ  انیب  زانمی  ذوب،   –انجماد  ندیپس از فرا 

 ≥ P در نظر گرفته شده است . 

از فرا   ها: یافته در حضور    GFRa1  نیپروتئ  انیب  شیافزا   نیشد. همچن   Caspase-3  یآپوپتوز  نیپروتئ  انیسبب کاهش معنادار ب  نیذوب، ملاتون  -انجماد  ندیپس 

 .نسبت به گروه کنترل گزارش شد یداریبه صورت معن نیملاتون

ا   ج ینتا  گیری: نتیجه از  ملاتون  نیحاصل  که  داد  نشان  عنوان    ن، یمطالعه  طر  کیبه  از  انجماد  محافظ  افزا   قیعامل  و  آپوپتوز   یادیبن  یهاسلول  ریتکث   شیکاهش 

 . باشد یمناسب نهیگز نکیدر کل ینابارورها و درمان مدت سلول یطولان یدار انجماد و نگه یبرا  تواندیم  یاسپرماتوگون

 عامل محافظ انجماد  ن؛یملاتون ؛یاسپرماتوگون  سازشیپ یهاسلول واژگان کلیدی: 

 

  ر یتکث   شیموش نوزاد، افزا  ی اسپرماتوگون  ی ادیبن   ی هابر سلول  نی ملاتون  یاثرحفاظت انجماد  .میمر  زاد، خانهحانهیر  نیمی، ابنم یعظ  پور تی هدا   ارجاع:

 . 1496  – 1488 (:838) 43؛ 1404مجله دانشکده پزشکی اصفهان . و کاهش آپوپتوز

 

 مقدمه

طبق تعریف ستاماا  بدااتت  ادانی با ما   که اختلالی است    ی، نابارور 

انظم و احافظ  نشتتتاه   ی انستتت  ی ااه رابطه   12پس ام    ی باردار  جاد ی ا 

ها در ستن درصتا ام مو    20تتدد که ی مده ا  ن ی تتدد  تص  ی اشتص  ا 

که ام این درصتتا،   برنا ام ناباروری رنج ای   در ستتراستتر ادا    ی بارور 

در  (  بتا وادد اینهته اینهته  2،  1درصتتتا ادارد ندا دارنتا    50اردا  در 

تدا   اس  ااا ای اردا  ناتناخته    ی درصا ادارد مل  نابارور   50ام    ا ی ب 

ی،  گداستت رای ال به واریهدستت ، ومواستت رای  انستتاادی و دیرانستتاادی(،  

، پرتددراتانی، ترواتا و مداات  میدنی بته مندا   دراتانی( داروهتا  تتتتی ی 

های بنیادی اس رااتدگدنی اس رااتدژنز  سلدل . ( 3   مداا  تتای  اتتاره کرد 

درصتا ام ناباروری    ۹0تا    ۷0کننا  تدریباً  را درطدل مناگی ارد حیظ ای 

 (SSCs  هتای بنیتادی استتت راتاتدگدنی  اردا  بته دلیت  ند  در ستتتلدل 

های بنیادی  (  ام ا له مداا  اؤثر در ایجاد ند  در ستلدل 4باتتا   ای 

دراانی و پرتددراانی به دنبال ستترطا  تدا  به تتتی ی استت رااتدگدنی ای 

  میکه به سترم  تدست  باخیم   ی ها اتأستیانه، درست  ااننا ستلدل کرد   اتتاره 

  ی رااتدگدناست  ی اد ی بن   ی ها هستتنا، ستلدل  دراا    ی و هاف اصتل   تتدنا ی ا 

  یدراانی   ی در اثر قرار گرفتن در اعرض مداا  ت  ضه ی در ب  ر ی در حال تهث 

   دها ی نشا  ا   گزارتات اتعاد     ننا ی ب ی ا   ب ی وس   ی و پرتددراان 

 به افزایا  انجر  دراانی  های روش  پیشرف   با وادد تتید  سترطا ، 

  20 فرد   530که ام هر تاه اس    بی ارا   این  بدبددی  ایزا  در   درصتا  ۷1

 مقاله پژوهشی 
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ادرد فردی استت  که در دورا  کددکی به ستترطا  ابتلا    1، ه ستتال   3۹تا 

هایی که قب  ام بلدغ بدده استتت   در واق  ادفدی  در دراا  پستتتر ب ه 

دراانی و تح  دوم بالایی ام تتتی ی انستتی ابتلا به ستترطا  هستتتنا و  

انگیزی  هتای اخیر بته طدر تتتتگیت  در ستتتال گیرنتا،  پرتددراتانی قرار ای 

ا هن استتت  استتت   ااا ح تتتدل این ادفدی  در دراا    افزایا یافته 

ام نظر بتالینی و تحدیدتاتی  کته  دائم نتابتارور کنتا    ا یترا بته طدر ادقت      تارا  ی ب 

اانی و بدا به با تداه به این که ایزا  مناه باتتتنا   بستتیار ادرد تداه ای 

هایی برای حیظ  است  اا نیامانا روش دنبال دراا  سترطا  افزایا یافته 

باروری اردا  و به ویژه کددکا  ابتلا به سترطا  که تدانایی تدلیا است ر   

 .( 6،  5باتیم   را ناارنا  در سنین قب  ام بلدغ( ای 

  ادلا و ه اهنگ است  ار ی بست  نا ای فر   ک ی   ، پستتاناارا  در    ست رااتدژنز ا 

  بعا نستت    به   ژنتیهی اپی  و   ژنتیهی   اطلامات   صتتحی    هاف انتدال  که با 

 طدل  ت ا    در  و   تتاه   ستام تترو  است ر    های لدله  در  بلدغ   ام   بعا   بلافاصتله 

  در  که   هستتنا    SSCsفراینا   این   تتالدده   و   دارد  استا    ادااه  فرد  مناگی 

  هایلدله  پایه  دشتا   روی  بنیادی   ستلدل   وتتیانه  نا    به   ویژه   احیط  ریز   یک 

 بر ملاوه  که   هستنا   ای ت ایزنیافته   های سلدل    SSCsدارنا   قرار   سام است ر  

  انتدال  و   بعا   نست   در ایجاد   دختر،   های ستلدل  به  ت ایز  و   خددندمایی  تدا  

 بین  در   اد   این   ام  و   دارنا   اؤثری  بستتیار  ندا  و   به   ژنتیهی   اطلامات 

   ( ۷  تدنا  ای  تلدی  فرد   به   انح ر  با    بنیادی   های سایر سلدل 

م  بته  یهی ام رایج دراتان   ی   ی تتتت  ی اتانب   دارض بتا تداته  ترین  ی 

ااها  حیظ  های ادادد برای حیظ باروری، فراینا انج اد است     روش 

قب  ام    در اردا  بالغ ابتلا به سترطا  با استتیاده ام انج اد است ر    ی بارور 

هیچ  بلدغ   ام حتال، پستتترا  قبت    ن ی بتا ا  (  8    وادد دارد  تتتترو  دراتا   

رستتتا استتتتصرا   لتاا بته نظر ای   فروینتا انج تاد نتاارنتا استتت رای برای  

های بنیادی است رااتدگدنی ام باف  بیضته قب  ام دراا ، کشت  و ستلدل 

نگدتااری طدلانی  و پیدنتا ستتتلدل انج تاد و  وندتا  بنیتادی  اتات  هتای 

حیظ و   ی برا   ی روش انتاستتتب تدانتا  بعتا ام بدبددی، ای   تدگدنی استتت راتا 

ام ملم   ی ا انج اد تتتاخه (  ۹این بی ارا  باتتتا     ناه ی در و   ی بارور   ی اب ی بام 

ها  اات سلدل  ی طدلان  ی دار اس  که هاف و  حیظ و نگه   ی دلدژ ی دب ی کرا 

ها، ام  ب ی ام وست  ی ع ی وست  ف ی   انج اد با ط باتتا ی ا  ن یی پا   ی ها در داا و باف  

ی، تغییرات  و خار  ستلدل  ی داخ  ستلدل  خ ی   ی ها ستتال ی کر    ی ا له تشته 

پلاست ایی ستلدل، اختلال در م لهرد ستلدل، افزایا  بیدتتی یایی دشتای 

  د یااسی پراکس   ،  DNAهای واکنشی اکسیژ ، قطعه قطعه تا  ایزا  گدنه 

 ییه راه است  که کارا اانی ستلدل ، کاها تحرک و مناه وپدپتدم   ، ی ا ی   ی ل 

دها   ی ذوب کاها ا - انج اد   نا ای مناه را پس ام فر   ی ها ها و باف  ستلدل 

احافظ    یی ا ی   ی احددا  اداد تت  ، های ناتتی ام انج اد کاها وستیب   ی برا 

احافظ انج ادها  اگرچه      ( 11، 10  ا  کنن ی ها اضتتافه ا به ستتلدل انج اد  

 قادر به، ااا تدان نا هستنا انج اد    ناتتی ام   های ب ی وستبرخی کاها    ی برا 

بنابراین افزود       نیستتتتنا ها  ستتتلدل   وپدپتدم و کاها   ROS  پاکستتتامی 

های  های گدنه کنناه ها به احیط انج اد پایه، به مندا  خنثی اکستتیاا  ونتی 

ناتی ام اثرات اصرب   تدانا تا حای یا به طدر کاا  واکنشی اکسیژ ، ای 

  ،یای   ی ل   د  ی ااستی ، پراکستDNA  ب ی وستهای واکنشتی اکستیژ  اث   ام گدنه 

   ( 12   کنا   ی ر ی سلدل الدگ   ی اان وپدپتدم و کاها مناه 

  یاانی اکستی ونت   ی ها انا که افزود  اه   نشتا  داده   اتعادی اطالعات  

تدکدفرول  ولیا  ، ( 15    هدپن ی ، ل ( 14  فیلین  پنتدکستتی ، ( 13    ن ی ااننا الاتدن 

  دیااتی تدانا ام استتر  اکستی ا احافظ انج اد به   ( 16    ک ی استهدرب   ا ی و است

کنا    ی ر ی الدگ  ی اضتاف   های واکنشتی اکستیژ  گدنه   ا ی ام تدل   ی ناتت  ب ی و وست

اصتلف و افزود     ی استتیاده ام فاکتدرها   ااا با وادد اطالعات گستترده و 

مندا    بته  اح   اا  اکستتتیتی نت و وندتا    یادیتبن   هتای ستتتلدل   ز ی فر   ط ی بته 

ام    ی که بتدانا مدارض ناتتت ب فاکتدر اطلد  ک ی   ی اعرف   ، ی استت رااتدگدن 

  تداه و   بحث  ادرد  هندم   برستتانا،   حااق   به   ها را در ستتلدل  ز ی فر   نا ای فر 

 باتا  ی ا   ن ی د احد 

ول و تعاادی دیگر داه پینه   ی هدرادنی که در با  بدسیله   ، الاتدنین 

  بته طدر کلی طبق ادتالات ادادد در این  تتتتدد هتا ستتتاختته ای ام ارگتا  

، ضتا ی اان ی اکستی ام ا له ونت   ی ار ی بست  های الاتدنین دارای ویژگی ماینه  

باتتا   های بنیادی ای ی در اندا  اصتلیی ام ستلدل و ضتا وپدپتدم   ی التداب 

مدایی در برداتت  رادیهال وماد به دلی  تدانایی الاتدنین برای تنظیم  ستم 

ادتام و   مدا نظیرکاتالام، ستتتدپراکستتتیادیس های ستتتم افزایشتتتی ونزیم 

اثرات اثبت  الاتدنین بته مندا      تتتتدد گلدتتایتد  پراکستتتیتاام انجتا  ای 

های  اکستتیاا  اربدب به تدانایی و  دراتتتغال ترفی  وماد رادیهال ونتی 

ونید  ستدپر اکستایا ،اکستیا نیتریک و ، اکستیژ  فعال ام ا له هیاروکستی  

ها پرواکستیاانی به مندا  اثال،  استیا هی دکلریک، و ادار برخی ام ونزیم 

 (  1۷    ریک اکسایا اس  نیت 

  SSCs  ی ا ی و ندا کل  ی نابارور   زا  ی ا   ا ی اارومه با تداه به افزا 

  ی ها ک ی تهن   شتترف  ی تدستتعه و پ   ن ی چن در تتترو  استت رااتدژنژ و هم 

به حااق  رستتانا     برای  تلاش   ها، این ستتلدل اات ی طدلان   ی دار نگه 

  دات ی در تحد     ی ام اباحث حائز اه    ی ه ی ام انج اد  ی نات   های ب ی وس 

حیظ و    نه ی در ما تتتتدد  اطالعات اتعاد  ی احستتتدب ا   ی ن ی و بال   ه ی پا 

اصتلف و    ی استتتتیتاده ام فتاکتدرهتا و   SSCsاتات    ی طدلان   ی نگدتاار 

انجا  تتاه است    ز، ی فر   ط ی به اح   اا  اکستی ی نت و افزود  وندا به مندا   

بتا وادد کتاها وپدپتدم ستتتبتب  کته بتدانتا    ی بفتاکتدر اطلد ااتا تتاکند   

اعرفی نشتاه است  و این   انج ا تتاه بشتدد   های افزایا تهثیر ستلدل 

ام انجایی که      باتتتا ی ا   ن ی د احد   تداه   و   بحث  ادرد   هندم  ادضتتد  

وپدپتدمی  الاتدنین بته مندا  یتک هدراد  انتاوژ  در بتا  ندا ونتی 

اطالعه    ن ی در ا لاا    های ینیادی داتتتته استت  اؤثری در ستتایر ستتلدل 

بر  به مندا  یک ماا  احافظ انج اد    را الاتدنین که اثر   م ی و  تتتا بر 

  پس ام ندماد ادش   ی دن است رااتدگ   ی اد ی بن  ی ها وپدپتدم ستلدل   و   ر ی تهث 

   م ی ده   قرار   ی انج اد و ذوب ادرد بررس   نا ی فرا 
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 هاروش

 فرایند هضم آنزیمی 

 BALB/C( رومه نژاد 5-3ی تجربی، ندمادا  ادش نر  اطالعهدر این 

اؤستتستته   ماد ام اراکز پرورتتتی حیدانات وماایشتتگاهی  15به تعااد  

رویا  تدرا  خریااری تتا و طبق پروته  استتاناار ح   حیدانات به  

ی حاوی گام وماایشتگاه انتد  و ست س به روش استتاناارد در احیظه

ها سته بار انجا  تتا و اکستیاکربن قربانی تتانا  اااستامی ستلدلدی

 رومه(  5-3   ندماد ادش  5بتافت  بیضتتته    ام  اتااستتتامیبرای هر بتار  

دیا حاوی   در  ،ام استهروتد ها پس استتصرا   استتیاده گردیا  بیضته

PBS   هتای و  ادت   و ستتت س ستتتلدلانتدت     میر هددبر روی یخ بته

(  فراینا هضتم ونزی ی اد  اااستامی  18کشت  اااستامی تتانا  

 و  تتیندهارا  پروته   استا   های سترتدلی و است رااتدگدنی برستلدل

  ها بعا ام برداتت  تتا  بطدر خلاصته، ن دنه  با تغییرات انجا  ه هارا 

لیتر احیط  ایلی 5به احلدل هضتتتم ونزی ی تتتتاا     بیضتتته ک ستتتدل

DMEM   ه راه بتا کلاژنتامIV 1  1لیتر، هیتالدرونیتاام  گر  بر ایلیایلی 

ایتلتیایتلتی بر  و  گر   ایلیایلی  DnaseI  05/0لیتتتر  بر  انتدتت   گر   لیتر 

ی  دراته  32تتتتانتا  اصلدب ستتتلدل و ونزیم در داخت  انهدبتاتدر  

دقیده    5دقیده قرار داده و هر   15درصا به اات  CO2  5گراد با  سانتی

  1500ها دو بار با سترم   دقیده ستلدل 15بار پی تاژ تتانا  بعا ام یک

دقیدته ستتتانترییدژ و بعتا ام ات تا  ارحلته اول   5دور در دقیدته بته اتات  

های قبلی  ی حاصت ، اجاداً با استتیاده ام ونزیمهضتم ونزی ی، پل  ستلدل

  دقیده انهدبه و در ندای  به ه ا  روش   20و به روش اشتابه به اات  

 ام  تتتانا  پل  ستتلدلی در ادااری احیط کشتت  پی تاژ و  ستتانترییدژ

 ( 1۹ایهرونی مبدر داده تانا   ۷0 نایلدنی  فیلترهای

 SSCsجداسازی  

های ستدااتیک ام ا له سترتدلی  ام ستلدل  SSCsاد  اااستامی  

و ایدییتا، ام روش کشتتت  افتراقی استتتتیتاده تتتتا  در این روش  

ی دو  هضتتم ونزی ی به اات یک ستتدستت انستتید  حاصتت  ام ارحله

در   CO2درصتا 5گراد و فشتار  ی ستانتیدراه  3۷ستام  در داای  

  انهدبه تتا لیتر لهتینایلیایهروگر  بر  5های پدتتیاه ام پتری دیا

ح  تتتتاه و   PBS برای این انظدر لهتین در دلظت  ذکر تتتتاه در

قبت  ام   داخت  پتری دیا ادرد نظر ریصتته و بته اتات یتک ستتتامت 

های ستدااتیک  بعا ام گاتت  یک ستام  ستلدلاستتیاده انهدبه تتا(   

 ( 20بدد   SSCsبه کف دیا چسبیاه و اای  تناور رویی حاوی  

 با تکنیک فلوسایتومتری SSCsتأیید ماهیت و تعیین 

فلدستتتایتداتری بتا    SSCsادت  تتأییتا اتاهیت  و تعیین خلد   

-106استتیاده تتا  برای این کار، تعااد اناستب ستلدل   ID4نشتانگر 

های اص تد  فلدسایتداتری  لیتر( تت ارش و در لدلهدر هر ایلی  105

ایهرواتر    100قرار داده تتتتا  بعا ام ستتتانترفیدژ و تصلیه اای  رویی 

 10درصتا به پل  ستلدلی اضتافه تتا  ست س   PBS/FBS  5احلدل  

ونتتتی  mouse monoclonal anti- ID4 )اولتیتته    بتتادیاتیتهترواتتتر 

antibody ab104854, Abcam, Cambridge, MA, USA) بتتا  :

 4دقیده و در داای    30-40ها اضافه و به اات  به سلدل 1:100دلظ   

گراد انهدبه تانا  بعا ام این ماا ، سانترفیدژ با سرم   ی سانتیدراه

دقیده انجا  تتتا و بعا ام خار  کرد   5دور در دقیده به اات   1500

دو بار تتستته تتانا  بعا ام تتستتشتد    PBSها تدستط  اای  رویی، ستلدل

 0/ 2× 100  بادی ام تریتد  ها برای ونتی پایری ستتلدل ، اد  نیدذ PBSا ب 

  PBS/FBS  5ها دقیده استتیاده تتا  اجاداً به ستلدل   30درصتا به اات 

 anti-mouse secondary antibody)ایهرولیتر ثاندیه    10درصتتتا و 

conjugated with FITC  ab97022, Abcam, Cambridge, MA, 

USA)    30اضتتافه گردیا  بعا ام انهدباستتید  به اات   1:200با دلظ  

انجتا  تتتتا و بعتا ام ختار  کرد  دراته   4دقیدته در تتاریهی و در داتای  

ندای  اد    دو بار تتستته تتانا  در   PBSها تدستط  اای  رویی، ستلدل 

درصتتا اضتتافه    4ایهرولیتر پارافراالایئا    100ها فیهس کرد  به ستتلدل 

تتدنا در  ها تدستط دستتگاه خداناه ها تا ماانی که خلد  و  تتا  ستلدل 

هتا در گروه کنترل هیچ  داری تتتتانتا  ستتتلدل یص تال و دور ام ندر نگته 

 بادی دریاف  نهردنا  ونتی 

 SSCsکشت 

ستدست انستید  ستلدلی که طبق پروته  بعا ام یک ستام  ام روی  

های پدتتیاه تتاه با لهتین برداتتته تتا به صتدرت دالب حاوی  دیا

دقیده    5ها به اات  های بنیادی است رااتدگدنی بددنا  این ستلدلستلدل

ها بعا ام دور در دقیده ستتانترییدژ تتتانا  ستتلدل 1500با ستترم  

های ادرد نظر کاتتته و در دیا cell/cm2 105×2تت ارش به اداار  

، DMEMبه پل  ستلدلی حاصت  احیط کشت  اناستب حاوی احیط  

FBS  10 لیتر، استترپتداایستین  واحا بر ایلی  100ستیلین  درصتا، پنی

ایتلتیایتلتی  100 بر  ایتلتی  LIF  10لیتتتر،  گر   بر    GDNFلیتتتر،  نتتاندگر  

 3۷نهدباتدر  ها به ااضتافه تتا  در ندای  دیا  لیترناندگر  بر ایلی100

ها  احیط کشت  ستلدلدرصتا انتد  تتانا    CO2  5گراد با  دراه ستانتی

ها تا رستیا  به تراکم اناستب در ستلدل یک روم در ایا  تعدیض تتا 

 ترایط یهسا  و استاناارد کش  داده تانا 

 انجماد  

  نه ی  ستتری   ها ابتاا ستلدل ها و تراکم اناستب ستلدلی،  بعا ام کشت  ستلدل 

لیتر  و بتا حجم نیم ایلی لیتر(  در هر ایلی   105- 106ی   بته تعتااد استتتاو و  

 (Cryovial, Nunc, Denmark) اربدطه   های ال ی و  د ی به کرا  احیط کشت  

های گروه ایهروادلار به ویال   100ست س الاتدنین با دلظ       تتانا انتد   

تی ار اضتافه تتا  بعا ام گاتت  چنا دقیده نیم ایلی لیتراحلدل پایه انج اد  

بته    DMSO)ایهرولیتر  100درصتتتا و  FBS 10ایهرولیتر   ۹00 حتاوی  

هتا بته روش هتا افزوده و بته طدر کتاات  اصلدب تتتتا  کرایدویتال ت تا  ویتال 
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  24ستتام  در داای یص ال ستت س به اات   4انج اد وهستتته برای اات 

ستتام ، به   24گراد انتد  و بعا ام  ی ستتانتی دراه   - 80ستتام  به فریزر 

   ( 21  ور تانا اات یک ااه در نیتروژ  اای  ددطه 

 ها به دو گروه اصلی تدسیم تانا:کرایدویال

های بنیادی استت رااتدگدنی و احیط پایه  گروه کنترل: ستتلدل -1

  100درصتتا و    FBS  10ایهرولیتر   ۹00لیتر(  حاوی  انج اد  نیم ایلی

 (  DMSOایهرولیتر

های بنیادی است رااتدگدنی و احیط پایه  گروه الاتدنین: ستلدل -2

 ایهروادلار  100لیتر( بعلاوه الاتدنین  انج اد  نیم ایلی

 ذوب

  بته   دقیدته  2  اتات  بته  اتای   خرو  ام نیتروژ   ام  بعتا  هتاکرایدویتال

انتدال احتدیات   ام  پس  تتانا   انتد   گرادی ستانتیدراه 3۷ وب  ح ا 

لیتر  ایلی  5/4لیتر احلدل  ایلی  5فتالهد ، ادتاار    یتک  بته  هر کرایدویتال

 ها اضتافه تتا  ست س( به ستلدلFBSلیتر  ایلی  5/0و DMEM احیط  

تتانا  پلی     ستانترییدژ  1500سترم     با  دقیده 5  اات به  ستلدلی  تعلیق 

پی تام   DMEM احیط ه راه با  های فالهد لدله  ته حاصت  درستلدلی 

 تاه و اد  فرایناهای بعای در تروف کش  اربدطه قرار گرفتنا 

ترکر ریرری   نرروتررریرن  بریرائ  ترکرنر   (GFRa1) بررسسررری    کیر برا 

 ایمونوسیتوشیمی 

های ذوب تتتاه در این اطالعه، یک هیته بعا ام کشتت  ستتلدل

، بیتا  پروتئین  SSCsادت  بررستتتی تتاثیر الاتدنین بر فرواینتا تهثیر  

GFRa1     تدستتط تهنیک ای دندستتیتدتتتی ی ادرد ارمیابی قرار گرف

هتای ادرد نظر برداتتتتتته و بعتا ام (  برای این انظدر پتری دیا20 

تتستته تتانا     PBSها به وراای، دو بار با  خار  کرد  احیط کشت  و 

 20درصتا به اات   4ها، پارافراالائیا  ست س اد  فیهس کرد  ستلدل

، اد   PBSدقیده در داای اتاق اضتافه تتا  بعا ام دو بار تتستتشتد با  

درصتتتا به   100x  2/0بادی ام تریتد  ها برای ونتینیدذپایری ستتتلدل

ها  بادیتریتد  دشتای ستلدلی را به ونتی   دقیده استتیاده تتا  30اات  

 10  بعا ام تتستتشتدی اجاد در ارحله بعا ستر  بز (کنانیدذپایر ای

ها اضافه  گراد به سلدلسانتی یدراه  3۷در   درصا به اات نیم سام 

های ستر  بزی  ست س ستر  خالی ولی تتستتشتد انجا  نشتا  پروتئین .تتا

ژنی پدتتیاه تتاه و ام های دیراخت تاصتی ونتیتتدد که اح بامث ای

ی  هاواکنا دیر اخت تاصتی الدگیری تتدد  در این ماا  تندا ستلدل

 ,Anti‐ GFRa1)  بادی اولیهستام  با ونتی 1به اات    گروه الاتدنین

polyclonal PA5‐26976 Invitrogen)   به   1رقیق تتتاه به نستتب

در داای یص ال انهدبه  (  overnight  به اات یک تب PBS در  100

استتیاده ام پارافیلم و ارطدب نگه داتتتن تترایط ام خشتک     تتانا

-PBSبار تتستتشتد با   3-5پس ام    (کنابادی الدگیری ایتتا  ونتی

Tween  1/0    درصتتتا یتاPBSثتاندیته، ونتی  Anti-mouse)   بتادی 

secondary antibody conjugated with FITC ab97022, 

Abcam, Cambridge, MA, USA)    در داای اتاق    1:200با دلظ

هتا در هر دو گروه بته اتات یتک ستتتامت  در احیط تتاریتک بته ستتتلدل

ها با  بار تتستتشتد ، هستته 3بادی و اضتافه گردیا  پس ام تصلیه ونتی

DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindole)   بتر اتتاکتروگتر   یتتک 

ها  وایزی تتانا  بعا ام ات ا  کار سلدلدقیده رنگ   10لیتر به اات  ایلی

پروتئین ادرد نظر  تدستط ایهروستهدف فلدرستن  اعهد  اد  بیا   

   بررسی تانا 

بتادی ثتاندیته کلیته اراحت  فدق در تتاریهی و  پس ام افزود  ونتی -1

 به دور ام ندر انجا  تا 

 ت اای اراح  تصلیه و تستشد به وراای انجا  تا  -2

 وسترئ بلات کیبا تکن  Caspase-3 نروترین برسسی بیائ

یتک هیتته بعتا ام SSCs ادت  ارمیتابی تتاثیر الاتدنین بر وپدپتدم  

با تهنیک وستتر  بلات    Caspase-3 فروینا ذوب ایزا  بیا  پروتئین  

،  لیهای ستلددر این روش پس ام استتصرا  ت ا  پروتئینستنجیاه تتا  

با احلدل لددینگ بافر که حاوی ستایم دودستی  ستدلیات است   وندا را 

ها ام باردار ن دده و با ایجاد اریا  الهتریستتیته در ژل، اااستتامی و 

  تتناستایی پروتئین هاف با ک ک تتایهایگر بر استا  اناامه انجا   

هتای ختاصتتتی ام و  ژ ژ  یتا ونتیای کته بر ملیته ونتیبتادی ویژهونتی

ت ام دو  لا  تهنیک وستتر  ب گرف پروتئین ستاخته تتاه است ، انجا   

  گتااری و لهته(  PAGE   وایتاوکریت ارحلته الهتروفدرم بر روی ژل پلی

 Blotting  )  تشتهی  تتاه است   ام تهنیک الهتروفدرم برای اااستامی

ییتا أدهنتاه، تتهتا، بررستتتی میرواحتاهتای تشتتتهیت اصلدطی ام پروتئین

هتا  ستتتامی پروتئین هدادژ  بدد  یتک ن دنته پروتئینی و برای ختال 

در حدید  یک  PAGE-SDS تتتا  برای کاربردهای دیگر استتتیاده

 سوایا و بیوکری الهتروفدرم یک بعای است  که در و  ام بستتر پلی

   در این پروسته با استتیاده امتتاوایا به مندا  پایه ژل استتیاده  وکری 

SDS ار انیی گرفته و به این ترتیب حرک  وندا بر  ها ب پروتئین  یه ته

  در الهتروفدرم  گرف استتا  وم  ادلهدلی وندا صتتدرت    روی ژل بر

ها  در اثر ایاا  الهتریهی تدلیا تتاه پروتئین (  PAGE   وایاژل وکری 

  ستترم  حرک   کردناام ایا  انافا ادادد در ااتریهس ژل حرک   

ها تدسط انافا ژل و ه  نین سایز، بار و ته  پروتئین تعیین  پروتئین

های الهتروفدرم تتتاه ام ژل به کادا تینگ پروتئینلا  در ارحله ب تتتا

بادی  انتد  تتتاه و ستت س با استتتیاده ام ونتی PVDF نیتروستتلدلز یا

 گرفتنا اخت اصی ادرد تناسایی قرار  

افزار  تدسط نر   به وستر  بلات و ای ندسیتدتی یاربدب  یهاداده

Image j  افزار  اطالعه تدستط نر   یهات ا  داده   یدر نداو  یستامیک

    ی و تحل  هیتجز ادایستتته دو گروه(  T-testو وماد     PRISM  یواار

  در نظر گرفته تا P ≤  05/0ی  داری  سط  اعنتانا
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کتتتتتا   بتتتتتا  اتتتتتدتتتتتالتتتتته    اختتتتتلاق ایتتتتتن 

 IR.TUMS.MEDICINE.REC.1397.304)     متلتد دانشتتتتگتتاه 

 تأییا تا   پزتهی تدرا 

 

 هاافته ی

 حاصل از فلوسایتومتری نتایج  

اد     با روش کشت  افتراقی SSCsاااستامی  ام هضتم ونزی ی و   بعا

   استتتتیتاده تتتتاگیری درصتتتا خلد  ام فلدستتتایتداتری  انتاامه

 ID4ستطحی ستلدل است رااتدگدنی   بر استا  نشتانگرفلدستایتداتری  

را  ID4درصتا برای نشتانگر  5/۹1  نتایج حاصت  خلد   انجا  تتا

 ( 1نشا  داد  ته   

 نتایج ایمونوسیتوشیمی 

ها، یک هیته  اد  بررستتی تاثیر الاتدنین بر فراینا تهثیر ستتلدل

تدستتط تهنیک ای دندستتیتدتتتی ی  Gfra1 بعا ام ذوب، بیا  پروتئین  

ادرد بررستتی قرار گرف   نتایج حاصتت  نشتتا  داد که درصتتا بیا   

و در گروه الاتدنین  6۷/40  ±  14/4در گروه کنترل    Gfra1پروتئین  

ی این ادضتتد  استت  که کنناهباتتتا  این نتیجه بیا (ای۷4 ± 85/1 

داری  درصتا بیا  اارکر تهثیری در حضتدر الاتدنین به صتدرت اعنی

 0001/0  ≥ P  2( نسب  به گروه کنترل افزایا داتته اس   ته ) 

 

 
 ،SSCs: فلوسایتومتری برای تعیین خلوص  1شکل 

 A: Control; B: ID4 positive  
M2: Marker -positive cells; M1: Marker -negative cells  
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ها( سا نشائ  ها وسنگ آبی هستهدس سیتونلاسم سلول Gfra1 ی وجود دهنده سنگ سبز نشائ ) Gfra1  بادیآنتی ز با استفاده ا SSCs ایمونوسیتوشیمی: 2شکل 

دس   Gfra1های موسد مطالعه. دسصد بیائ دس گروه Gfra1 های مربوط به ایمونوهیستوشیمی (. نموداس داده d,e,fو گروه ملاتونین )(a,b,c) دهد. گروه کنترل می

 . P ≤ 0001/0اند. ****: انحراف معیاس نشائ داده شده  ±ها به صوست میانگین های منجمدشده با ملاتونین بیشتر از گروه کنترل است. دادهسلول
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سازی باندهای  نموداس نتایج حاصل از کمی : Caspase-3  .Bمربوط به بیائ باندهای ویر تص:  Aهای موسد مطالعه. گروهCaspase-3  : میزائ بیائ نروترین3شکل 

 .P ≤  01/0اند. **: انحراف معیاس شائ داده شده  ±ها به صوست میانگین داده .کنترل گروه  و β- actinلایز کردئ با وسترئ بعد از نرما

 

 نتایج وسترئ بلات

ها، یک هیته  اد  بررستتی تأثیر الاتدنین بر فراینا وپدپتدم ستتلدل 

ام طریق تهنیک وستر  بلات ادرد  Caspase-3بعا ام ذوب، ایزا  بیا  

ارمیابی قرار گرف   نتایج حاصتت  نشتتا  داد که در گروه کنترل درصتتا  

  ±  0/ 02( و در گروه الاتدنین   Caspase-3    02 /0  ±  1 /1بیتا  پروتئین  

(  P ≤  0/ 01دار   باتتتا  به مبارت دیگر الاتدنین با کاها اعنی ( ای 0/ 5

های بنیادی  ستتبب کاها فراینا وپدپتدم در ستتلدل  Caspase-3پروتئین  

 (  3تدد  ته   ذوب ای   - اس رااتدگدنی بعا ام انج اد 

 

 بحث 

های بنیادی اس رااتدگدنی  با تداه به اه ی  و گستردگی کاربرد سلدل

ام بلدغ تحت    نتابتاروری اردانی کته قبت   بته خ تتتد  در دراتا  

دراانی و رادیدتراپی قرار گرفته و است ر  بالغی اد   های تتی یدراا 

به    وندا  دنایانج اد و پدر احیط کشت ،  SSCs انا، تهثیر  ذخیره نااتتته

  ی اب یو بام  SSCاات  یطدلان  ینگداار  یاناستب برا  یهاکیمندا  تهن

 ( 23، 22باتا  ادرد تداه احددین بسیاری ای  یبارور

نتایج اطالعات فراوانی که در این ماینه انجا  تتتاه استت ، نشتتا  

دها که فراینا انج اد و ذوب، ستتبب تغییرات بیدتتتی یایی دشتتای ای

های  پلاست ایی ستلدل، اختلال در م لهرد ستلدل و افزایا ایزا  گدنه

اانی کاها تحرک و مناه ، DNAواکنشتی اکستیژ ، قطعه قطعه تتا 

گردد، لتاا برای بته  ستتتلدل و در ندتایت  کتاها تدانتایی بتاروری و  ای

هتای نتاتتتتی ام انج تاد افزود  فتاکتدرهتای  حتااقت  رستتتانتا  وستتتیتب

باتتا   احافظتی به احیط انج ادی بستیار ضتروری و حائز اه ی  ای

بته انظدر کتاها اثرات میتا  بتار انج تاد ام بنتابراین اتا در این اطتالعته 

 الاتدنین به مندا  ماا  احافظ  انج ادی استیاده کردیم 

ی حاضتتر، اد  به دستت  وورد  ا عی  بیشتتتری ام در اطالعه

SSCs  رومه ادرد استتیاده قرار گرفتنا و درصتا   3-6های ندماد ادش

خلد  بالایی به دست  واا  اکثر اطالعات انجا  تتاه دراین ماینه نیز  

های ندماد استتتیاده کرده و درصتتا خلد  بالایی را گزارش  ام ادش

رستتا خلد  بالا با تداه به ماا  تتترو   (  به نظر ای25،  24کردنا  

های اصتلف استت رااتدستتی  و مایی و ما  حضتتدر ردهفراینا استت ر 

تدانا قاب  تدایه باتتا  ملاوه بر  رومه ای 3-6های  است رااتیا در ادش

در باف  بیضته بالغ به دلی  تند  ستلدلی فراوا    SSCsاین اااستامی  

کته احت تالاً انجر بته کتاها  هتا و ماتا  بیشتتتتری دارد  نیتام بته تهنیتک

تتتتدد  بعتا ام هتا ایهتا و یتا بروم ولددگی در و قتابلیت  حیتات ستتتلدل

برای تأییا و   ID4ستطحی  ، نشتانگر  SSCsهضتم ونزی ی و اااستامی  

تدسط تهنیک فلدسایتداتری  اس رااتدگدنی    های بنیادیسلدل تناسایی

های  درصا ام سلدل 5/۹1ادرد ارمیابی قرار گرف   نتایج نشا  داد که  

 را بیا  کردنا   ID4ااا تاه 

 ID4و   اینتگرین  1  و  6هایی اث   ژ این در حالیستت  که ونتی

ستامی  ها اد  خال ، نیز به مندا  نشتانگر است رااتدگدنیThy-1و 

SSCs     با تداه به  26، 14تدستط ستایر احددین گزارش تتاه است  )

هتای اصتلف  اطتالعتات گستتتترده در ماینته تعیین پروفتایت  ادلهدلی رده

ستلدلی در باف  بیضته و ما  وادد نشتانگر اخت تاصتی که انجر به  
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رسا انتصاب هر یک ام درصای سلدلی بشدد، به نظر ای  100خلد   

تدانا قاب  تدایه باتتا  ام ، ایSSCsنشتانگرهای تتناستایی تتاه در  

های ندماد درصتتا خلد  به  طرف دیگر نیز به دلی  استتتیاده ام ادش

رستتتا  ملاوه بر این دستتت  وااه در این اطالعه قاب  قبدل به نظر ای

های  تندا در رده ستلدل ID4انا که نشتانگر  اطالعات اتعاد نشتا  داده

(  البتته کته بررستتتی 28،  2۷تتتتدد  بنیتادی استتت راتاتدگدنی بیتا  ای

هتای کتاالتر اثت   نشتتتانگرهتای بیشتتتتر و حتی بتا استتتتیتاده ام تهنیتک

 باتا کنناه ایسامی بسیار ک کی خال ای دندسیتدتی ی در ماینه

وپدپتدمی الاتدنین در نتتایج این اطتالعه اد  بررستتتی تأثیر ونتی

بتا    Caspase-3احیط انج تادی نشتتتا  داد کته ایزا  بیتا  پروتئین  

گزارش    2016و ه هارا  در سال    Dengداری ه راه بدد   کاها اعنی

در   Baxژ     ا یو کاها ب   Bcl2ژ     ا یب  ایبا افزا  نیالاتدنکردنا که 

   (2۹  دهایگدسینا، وپدپتدم را کاها ا  یاس رااتدگدن  یهاسلدل

بته    نیدراتا  الاتدنای دیگر گزارش تتتتاه کته ه  نین در اطتالعته

در   Baxژ    ا یو کاها ب   Bcl-2  ا یب   ی ستبب افزایاطدر قاب  تداد

اطالعات    یبرخ(  ملاوه بر این  30تدد  داده تتاه ای گاو کشت   نیان

، کاتالام  E  نیتاایو  یی نظیرهااا یاکستینشتا  دادنا که افزود  ونت گرید

  ا  یتب   ایافزاام طریق  انج تاد    طیبته اح  نیکدئرستتتتو    تدکدفرول،  αو  

Bcl2   ب کتاها  ا  Bax  ا یتو  کتاها  ستتتلدل  زا یدر    ی هتاوپدپتدم 

(  بتا تداته بته بررستتتی 33-31   ثر استتت ؤاد  ی ادشاستتت راتاتدگدن

Caspase-3 تدانا ام هر دو استیر،  تدا  اتتاره کرد که الاتدنین ایای

هتای اه ت  در وپدپتدم را ادتار کنتا  البتته کته بررستتتی ستتتایر پروتئین

 باتا   اسیرها بسیار ارمت نا و کلیای ای

ی خددندمایی و تهثیر نشتتا  نتایج اطالعات انجا  تتتاه در ماینه

ی  به مندا  یک ماا  برای پیشتتترف  ارحله  Gfra1داد که نشتتتانگر 

ستتتلدل افزایا  و  ت تایزتهثیر  تنظیم  نیتافتته  هتای  در  را  اد ی  ندا 

ی  کنا  در اطالعه اییا ای  های بنیادی است رااتدگدنیخددندمایی ستلدل

ادرد ارمیابی   Gfra1با نشتتتانگر    SSCsاا نیز تأثیر الاتدنین بر تهثیر  

قرار گرف   نتایج نشتتا  داد که الاتدنین ستتبب افزایا بیا  پروتئین  

Gfra1تدد  ذوب ای  -ها بعا ام فراینا انج اددر سلدل 

و ه هتارا  نیز تتأثیر الاتدنین را بر تهثیر این   Aliakbariاطتالعته  

به   ن ی که الاتدن   تدا  گی  به طدر کلی ای  (  33انا   ها تأییا کرده ستتتلدل 

   یتتشتتته احت تالًا ام طریق    نیدذنتاپتایر،   کننتاه احتافظت    ی اتاده  ک یتمندا   

و الدگیری ام کاها وب درو  ستتلدلی در    ها دلاف در اطراف ستتلدل 

کننتا و ام این طریق بتامتث  هتا اییتای ندا ای اتانی ستتتلدل بدبدد منتاه 

تدا   های این پروژه ای تدنا  ام احاودی  افزایا تدا  تهثیر سلدلی ای 

 ی تهثیر و وپدپتدم اتاره کرد  به بررسی تعااد اناک پروتئین در ماینه 

 

 گیری نتیجه 

  جه ینت  تدا یاطالعه، ا نیبه دستتت  وااه ام ا  یهابر استتتا  داده

  ا یبر افزا  ریتتأث   نیو ه  ن  یوپدپتدمیونت  ریبتا تتأث   نیگرفت  کته الاتدن

ذوب   -انج اد  نایبعا ام فرا  یاستتت رااتدگدن  یادیبن  یهارستتتلدلیتهث

هتا و ستتتلدل  اتاتیطدلان  یدارانج تاد و نگته  یبرا  تدانتایاحت تالاً ا

 باتا   یاناسب  ینهیگز  کینیدر کل  یوردراا  نابار

 

 تشکر و قدردانی 

    یتدرا  به دل یدانشتتتگاه ملد  پزتتتته  یام اعاون  احتر  پژوهشتتت

  ی دکتر  ینااها یاداله برگرفته ام پا نی  امیستتت استتتگزار یاال   یح ا

  ی کنناگا  و افراد   ام تترک باتتایا  142  یبه تت اره  یحیملد  تشتر

   میس اسگزار   انهیداتتنا، ص  یاطالعه ه هار نیدر ا  یکه به نحد

 

References 

1. vander Borght M, Wyns C. Fertility and infertility: 

Definition and epidemiology. Clin Biochem 2018; 62: 

2-10. 

2. Ojo OA, Nwafor-Ezeh PI, Rotimi DE, Iyobhebhe M, 

Ogunlakin AD, Ojo AB. Apoptosis, inflammation, and 

oxidative stress in infertility: A mini review. Toxicol 

Rep 2023. 

3. Asadi A, Ghahremani R, Abdolmaleki A, Rajaei F. 

Role of sperm apoptosis and oxidative stress in male 

infertility: A narrative review. Int J Reprod Biomed 

2021; 19(6): 493–504. 

4. Gül M, Dong L, Wang D, Diri MA, Andersen CY. 

Surrogate testes: Allogeneic spermatogonial stem cell 

transplantation within an encapsulation device may 

restore male fertility. Med Hypotheses 2020; 139: 

109634. 

5. Serrano JB, Meißner A, van Pelt AM, Mulder CL. 

Fathering a child after childhood cancer treatments. 

Tijdschr Urol 2022; 12(2-3): 65-70. 

6. Mulder RL, Font-Gonzalez A, Green DM, Loeffen 

EA, Hudson MM, Loonen J, et al. Fertility 

preservation for  male patients with childhood, 

adolescent, and young adult cancer: recommendations 

from the PanCareLIFE Consortium and the 

International Late Effects of Childhood Cancer 

Guideline Harmonization Group. Lancet Oncol 2021; 

22(2): e57-e67. 

7.  Kubota H, Brinster RL. Spermatogonial stem cells. 

Biol Reprod 2018; 99(1): 52-74. 

8. Sadeghi Z, Ishaqi S, Dashi GR. The effec of  folic acid 

and nicotinic acid on malondialdehyde levels of semen 

in oligospermia men after cryopreservation [in 

Persian]. J Isfahan Med Sch 2021; 38(603): 921-8. 

9. Adetunji PF, Kyle E, Adetunji P F, Kyle E. 

Spermatogonial stem cells and spermatogenesis in 

mice, monkeys and men . Stem Cell Res 2018: 29: 207-

14. 

10. Yong KW, Laouar L, Elliott JA, Jomha NM. Review 

of non-permeating cryoprotectants as supplements for 

http://jims.mui.ac.ir/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Orwig+KE&cauthor_id=29730571
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Orwig+KE&cauthor_id=29730571


 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 انو همکار پورتیهدا میعظ یاسپرماتوگون یادینی یهاو انجماد سلول نیملاتون

 1495 1404 یدوم د ی/هفته838 یشماره/  43سال –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

vitrification of mammalian tissues. Cryobiology 2020; 

96: 1-11. 

11. Liu X, Pan Y, Liu F, He Y, Zhu Q, Liu Z, et al. A 

review of the material characteristics, antifreeze 

mechanisms, and applications of cryoprotectants 

(CPAs). Journal of nanomaterials 2021; 2021: 1-14. 

12. Liu X, Xu Y, Liu F, Pan Y, Miao L, Zhu Q, et al. The 

feasibility of antioxidants avoiding oxidative damages 

from reactive oxygen species in cryopreservation. 

Frontiers in Chemistry 2021; 9: 648684. 

13. Lançoni R, Celeghini ECC, Alves MBR, Lemes KM, 

Gonella-Diaza AM, Oliveira LZ, de Arruda RP. 

Melatonin added to cryopreservation extenders 

improves the mitochondrial membrane potential of 

postthawed equine sperm. Journal of Equine 

Veterinary Science 2018; 69: 78-83. 

14. Malekzadeh M, Takzaree N, Toolee H, Kazemzadeh 

S, Khanmohammadi N, Solhjoo S, et al. 

Cryoprotective effect of pentoxifylline on 

spermatogonial stem cell during transplantation into 

azoospermic torsion mouse model. Reprod Sci 2022; 

29(2): 526-39. 

15. Tvrda E, Mackovich A, Greifova H, Hashim F, Lukac 

N. Antioxidant effects of lycopene on bovine sperm 

survival and oxidative profile following 

cryopreservation. Vet Med 2017; 62(8): 429-36. 

16. Figueroa E, Farias J, Lee-Estevez M, Valdebenito I, 

Risopatrón J, Magnotti C, et al. Sperm 

cryopreservation with supplementation of α-

tocopherol and ascorbic acid in freezing media 

increase sperm function and fertility rate in Atlantic 

salmon (Salmo salar). Aquaculture 2018; 493: 1-8. 

17. Kazemzadeh S, Mohammadpour S, Madadi S, 

Babakhani A, Shabani M, Khanehzad M. Melatonin in 

cryopreservation media improves transplantation 

efficiency of frozen–thawed spermatogonial stem cells 

into testes of azoospermic mice. Stem Cell Res Ther 

2022; 13(1): 346. 

18. Azizollahi S, Aflatoonian R, Sadighi Gilani MA, 

Behnam B, Tajik N, Asghari-Jafarabadi M, et al. 

Alteration of spermatogenesis following 

spermatogonial stem cells transplantation in testicular 

torsion-detorsion mice. J Assist Reprod Genet 2016; 

33(6): 771-81. 

19. Kanatsu-Shinohara M, Ogonuki N, Inoue K, Miki H, 

Ogura A, Toyokuni S, et al. Long-term proliferation in 

culture and germline transmission of mouse male 

germline stem cells. Biol Reprod 2003; 69(2): 612-6. 

20. Khanehzad M, Nourashrafeddin SM, Abolhassani F, 

Kazemzadeh S, Madadi S, Shiri E, et al. MicroRNA-

30a-5p promotes differentiation in neonatal mouse 

spermatogonial stem cells (SSCs). Reprod Biol 

Endocrinol 2021; 19(1): 85. 

21. Khanlari P, Khanehzad M, Khosravizadeh Z, Sobhani 

A, Barakzai S, Kazemzadeh S, et al. Effect of miR-

30a-5p on apoptosis, colonization, and oxidative stress 

variables in frozen-thawed neonatal mice 

spermatogonial stem cells. Biopreserv Biobank 2021; 

19(4): 258-68. 

22. Xie Y, Chen H, Luo D, Yang X, Yao J, Zhang C, et al. 

Inhibiting necroptosis of spermatogonial stem cell as a 

novel strategy for male fertility preservation. Stem 

Cells Dev 2020; 29(8): 475-87 . 

23. Boroujeni MB, Peidayesh F, Pirnia A, Boroujeni NB, 

Ahmadi SAY, Gholami M. Effect of selenium on 

freezing-thawing damage of mice spermatogonial 

stem cell: a model to preserve fertility in childhood 

cancers. Stem Cell Investig 2019; 6: 36. 

24. Toolee H, Rastegar T, Solhjoo S, Mortezaee K, 

Mohammadipour M, Kashani IR, Akbari M. Roles for 

Kisspeptin in proliferation and differentiation of 

spermatogonial cells isolated from mice offspring 

when the cells are cocultured with somatic cells. J Cell 

Biochem 2019; 120(4): 5042-54. 

25. Kazemzadeh S, Rastegar T, Zangi BM, Malekzadeh 

M, Khanehzad M, Khanlari P, et al. Effect of a freezing 

medium containing melatonin on markers of pre-

meiotic and post-meiotic spermatogonial stem cells 

(SSCs) after transplantation in an azoospermia mouse 

model due to testicular torsion. Reprod Sci 2021; 

28(5): 1508-22. 

26. Solhjoo S, Akbari M, Toolee H, Mortezaee K, 

Mohammadipour M, Nematollahi‐Mahani SN, et al. 

Roles for osteocalcin in proliferation and 

differentiation of spermatogonial cells cocultured with 

somatic cells. J Cell Biochem 2019; 120(4): 4924-34 . 

27. Costoya JA, Hobbs RM, Barna M, Cattoretti G, 

Manova K, Sukhwani M, et al. Essential role of Plzf in 

maintenance of spermatogonial stem cells. Nat Genet 

2004; 36(6): 653-9 . 

28. Sharma M, Srivastava A, Fairfield HE, Bergstrom D, 

Flynn WF, Braun RE. Identification of EOMES-

expressing spermatogonial stem cells and their 

regulation by PLZF. Elife 2019; 8: e43352 . 

29. Deng SL, Chen SR, Wang ZP, Zhang Y, Tang JX, Li 

J, et al. Melatonin promotes  development of haploid 

germ cells from early developing spermatogenic cells 

of Suffolk sheep under in vitro condition. J Pineal Res 

2016; 60(4): 435-47 . 

30. Wang F, Tian X, Zhang L, Gao C, He C, Fu Y, et al. 

Beneficial effects of melatonin on  in vitro bovine 

embryonic development are mediated by melatonin 

receptor 1. J Pineal Res 2014; 56(3): 333-42 . 

31. Amidi F, Rashidi Z, Khosravizadeh Z, Khodamoradi 

K, Talebi A, Navid S, et al. Antioxidant effects of 

quercetin in freeze-thawing process of mouse 

spermatogonial stem cells. Asian Pacific Journal of 

Reproduction 2019; 8(1): 7-12 . 

32. Aliakbari F, Heidari M, Hossini MA, Hosseini J. 

Increasing of post-freezing quality of Spermatogonial 

Stem Cells after pretreatment by vitamin E. Men's 

Health Journal 2019; 3(1): e1 . 

33. Aliakbari F, Sedighi Gilani MA, Yazdekhasti H, 

Koruji M, Asgari HR, Baazm M, et al. Effects of 

antioxidants, catalase  and α-tocopherol on cell 

viability and oxidative stress variables in frozen-

thawed mice spermatogonial stem cells. Artif Cells 

Nanomed Biotechnol 2017; 45(1): 63-8 . 

http://jims.mui.ac.ir/
https://vetmed.agriculturejournals.cz/magno/vet/2017/mn8.php


DOI: 10.48305/jims.v43.i838.1488 
 
 
 

 

1- Associate Professor, Department of Anatomical Sciences, Faculty of Medicine, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, 
Iran. 
2- MSc Student, Department of Anatomical Sciences and Reproductive Biology, Faculty of Medicine, Isfahan University of Medical 
Sciences, Isfahan, Iran. 
3- Assistant Professor, Department of Anatomical Sciences and Reproductive Biology, Faculty of Medicine, Isfahan University of 
Medical Sciences, Isfahan, Iran. 
Corresponding Author: Maryam Khanehzad, Assistant Professor, Department of Anatomical Sciences and Reproductive Biology, 
Faculty of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran; Email: m.khanehzad@med.mui.ac.ir 
 

 

http://jims.mui.ac.ir 

 1496 1404 یدوم د ی/هفته838 یشماره/  43سال –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

Journal of Isfahan Medical School Vol. 43, No. 838, 2nd Week, January 2026  
  

Received: 19.09.2025 Accepted: 26.12.2025 Published: 04.01.2026 

 

 
The Cryopreservation Effect of Melatonin on Neonatal Mouse Spermatogonial 

Stem Cells, Increasing Proliferation and Decreasing Apoptosis 
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Abstract 

Background: Considering the increasing infertility rate and the key role of spermatogonia stem cells (SSCS) in 

initiating spermatogenesis and maintaining fertility, trying to minimize the damage caused by long-term storage 

techniques of SSCs is considered as one of the important topics in basic research and clinic. Therefore, this study was 

designed to investigate the effect of melatonin on neonatal mouse spermatogonial stem cells following freezing and 

thawing.  

Methods: Spermatogonial stem cells were isolated from neonatal mouse 3-5 days old BALB / C after enzymatic 

digestion and identified with IDA marker by flow cytometry. After culture, the cells were frozen in two groups:1) 

control (basal cryopreservation) and 2) 100 μM melatonin in basal cryopreservation for one month. After freezing-

thawing process, the expression level of the apoptotic protein Caspase-3 and the expression of the proliferative protein 

Gfra1in the cells were evaluated. The significance level was considered to be P ≤ 0.05. 

Findings: After freezing-thawing process, melatonin significantly reduced the expression of the apoptotic protein 

Caspase-3. Also, a significant increase in the expression of Gfra1protein was reported in the presence of melatonin 

compared to the control group. 

Conclusion: The results of this study indicate that melatonin as a cryoprotectant by reducing apoptosis and increasing 

proliferation of spermatogonial stem cells can be a suitable option for cryopreservation and long-term storage of cells 

and infertility treatment in the clinic. 
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