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  چکیده

هاي بنیادي شبه توانند سلول) میSpermatogonia stem cells; SSCsهاي بنیادي اسپرماتوگونیال (سلولو هدف:  زمینه

باشند. ژن هاي بنیادي پرتوان می) را تولید کنند که هر دو داراي پتانسیل سلولEembryonic stem-like; ES-Like( جنینی

ZBTB16 )Zinc Finger and BTB Domain Containing 16 عملکردهاي مختلفی در مسیر سیگنالینگ، تنظیم تمایز و رشد (

هاي بیوانفورماتیک و با روش ZBTB16سلولی دارد. هدف از پژوهش حاضر شناسایی مسیرهاي سیگنالینگ مرتبط با ژن 

  باشد.می ES-Likeو  SSCsبررسی میزان بیان این ژن در 

از پایگاه پروتئینی استخراج و  ZBTB16ژن داراي ارتباط و اتصال با  100در این مطالعه آزمایشگاهی، ابتدا  ها:مواد و روش

بیضه موش استخراج و کشت داده شدند. سپس  SSCsاز  ES-Likeهاي افزارهاي مرتبط آنالیز شدند. در ادامه، سلولتوسط نرم

  بررسی شد.  SSCsو  ES-Likeهاي در سلول ZBTB16می و ایمونوهیستوشیمی بیان آمیزي ایمونوسیتوشیبا انجام رنگ

چنین، بیان . همشوده وضوح دیده میب ES-Likeو  SSCsنیافته  در جمعیت تمایز ZBTB16بیان  که نشان داد نتایج ها:یافته

زیرا  ،توان در برخی از مسیرهاي سیگنالینگ نامطلوب اختلال ایجاد کرداز شبکه ژنی می ZBTB16شد که در صورت حذف 

ZBTB16 عنوان یک فاکتور رونویسی خاص در غنی کردن مسیرهاي خاصی دخالت دارد.به  

ایت کنند و حم in vitroو  in vivoهاي اسپرماتوگونیال در توانند از آنالیز رشد سلولهاي تجربی مییافته گیري:نتیجه

باشد، نشان دادند که براي ها دخیل میدر تنظیم آن ZBTB16هاي بیوانفورماتیک با شناسایی عملکردهاي بیولوژیکی که روش

  عنوان ژن هدف استفاده نمود.به  ZBTB16توان از ضعیف کردن برخی مسیرهاي نامطلوب می

- هاي بنیادي شبه جنینی، مسیر سیگنالینگ، ارتباط پروتئینهاي بنیادي اسپرماتوگونیال، سلولسلول هاي کلیدي:واژه

  ZBTB16پروتئین، 
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   مقدمه

 ;Eembryonic stem-likeهاي بنیادي شبه جنینی (سلول

ES-Like) از توده سلولی پرتوان درونی (Inner cell mass; 

ICMهاي سلول اند.هاي پستانداران مشتق شده) جنین

نوعی از  (Embryonic stem cells; ESCs)بنیادي جنینی 

نوسازي و تمایز چند جهته  ها هستند که قادر به خودسلول

هاي باشند. عواملی از جمله فاکتورهاي رونویسی، پروتئینمی

ژنتیکی هاي اپیهکنندها، تنظیممسیر سیگنالینگ، سیتوکین

 ESCsنوسازي  و ترکیبات مولکولی کوچک در تنظیم خود

باشند. از نظر عملکردي فاکتورهاي رونویسی اصلی دخیل می

هاي با فاکتورهاي رونویسی کمکی در ارتباط هستند تا ژن

دخیل در حفظ پرتوانی را بیان کنند، این در حالی است که 

پردازند. یز نیز میهاي مرتبط با تمابه سرکوب بیان ژن

ESCs  براي حفظ پرتوانی عوامل رونویسی ضروري را بیان

با تشکیل  ESCsنوسازي و تمایز  کنند. تنظیم خودمی

هاي سیگنالینگ توسط این عوامل رونویسی انجام شبکه

نوسازي نامحدود و  به دلیل توانایی در خود ESCsشود. می

اسپرماتوگونیال،  هايها خصوصاً سلولتمایز به انواع سلول

  ].1اهمیت زیادي دارند [

هاي جنسی توانایی انتقال اطلاعات جا که سلولاز آن

ها در ترین سلولژنتیکی را به نسل بعد دارند، به عنوان مهم

هاي جنسی شوند. سلولاکثر موجودات در نظر گرفته می

هاي بنیادي ساز در بیضه، سلولاپیتلیوم اسپرم

) Spermatogonia stem cells; SSCs( اسپرماتوگونیال

-با ثابت نگه هاي بنیادي اسپرماتوگونیالباشند. سلولمی

نوسازي باعث حفظ  داشتن مخزن سلولی خود از طریق خود

که به طور  شوند، در حالینیافته می هاي بنیادي تمایزسلول

هاي اسپرماتوگونیال را ایجاد زمان از طریق تمایز، سلولهم

هاي بنیادي شوند. سلولبه اسپرم تبدیل می کنند کهمی

توانند با کاهش یا از دست دادن عملکرد می اسپرماتوگونیال

خود سبب ایجاد اختلال در اسپرماتوژنز شوند که در نهایت 

  .]2[شود منجر به ناباروري در مردان می

هاي بنیادي شبه طبیعی براي تولید سلول SSCsوجود 

توانند به می SSCsزیرا  ،ضروري است) ES-Like( جنینی

را  ES-Likeهاي حالت پرتوان تمایز زدایی شوند و سلول

هاي بنیادي پرتوان ایجاد کنند که داراي پتانسیل سلول

ممکن است به انواع  ES-Likeهاي باشند. سلولمی

هاي متصل به غشاء و یا فاکتورهاي رشد وابسته گیرنده

توانند به هاي پرتوان به نوبه خود میباشند. این سلول

چندین دودمان سلولی از جمله سه لایه زایاي جنینی و 

. اسپرماتوژنز یک فرآیند ]3[هاي جنسی تبدیل شوند سلول

 هاي اسپرماتوگونیال تمایزپیچیده است که در آن سلول

هاي میتوزي و میوزي متوالی و نیافته از طریق تقسیم

ه قادر چنین بازآرایی مورفولوژیکی براي تشکیل سلولی کهم

  . ]4[یابند به بارور کردن تخمک است، تغییر می

هاي ترین خانوادهخانواده پروتئین انگشت روي از فراوان

باشند هاي یوکاریوتی میکننده در سلول هاي تنظیمپروتئین

ها شناخته شده است. انگشت روي عضو آن 200که بیش از 

 ZBTB16 )Zinc Finger and BTB Domainو دومین 

Containing 16 وسیتیک انگشت به عنوان لوسمی پرومیل

 ;Promyelocytic leukaemia zinc fingerچنین (هم روي

PLZF زیرا براي اولین  ،شودشود) شناخته مینیز نامیده می

بار در لوسمی پرومیلوسیتیک حاد به شکل یک پروتئین 

 Retinoic Acidترکیبی با گیرنده آلفا رتینوئیک اسید (

Receptor Alpha; RARA جمعیت ]5[) کشف شد .SSCs 
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هاي ممکن است از نظر پتانسیل خودنوسازي و تمایز سلول

در طول اسپرماتوژنز  بنیادي، جنبه رفتاري و بیان پروتئین

دچار تغییرات متعددي شوند. در طی اسپرماتوژنز، 

عنوان مارکر حیاتی به ZBTB16هاي مولکولی مانند پروتئین

. در مطالعه حاضر، ]6[روند به شمار می SSCsبراي عملکرد 

علاوه بر بررسی ایمونوسیتوشیمی و ایمونوهیستوشیمی بیان 

تمایزنیافته در بیضه موش و  SSCsدر  ZBTB16ژن 

هاي اصلی ، به بررسی ارتباط میان ژنES-Likeهاي سلول

و کشف مسیرهاي سیگنالینگ تنظیم  ZBTB16مرتبط با 

هاي بیوانفورماتیک با روش  ZBTB16شده توسط 

  پردازیم.می

  هامواد و روش

این مطالعه آزمایشگاهی با کد اخلاق 

IR.AUSMT.REC.1400.03  به تأیید کمیته اخلاق دانشگاه

  هاي نوین آمل رسید. تخصصی فناوري

هاي سلولکه از نوع تجربی می باشد، از در این مطالعه 

ستفاده شد. به ا هفته) C57BL/6 )4موش سویه  3یضوي ب

از هاي بنیادي اسپرماتوگونیال هضم و کشت سلول منظور

 لیتر کلاژناز گرم بر میلیمیلی 5/0 بافت بیضه، ترکیبی از

IV ،5/0 لیترگرم بر میلیمیلیDNase   گرم بر میلی 5/0و

محلول هضم آنزیمی در بافر استفاده شد. لیتر دیسپاز میلی

HBSS )Hanks' Balanced Salt Solution .حل شد (

، متشکل از SSCهاي بیضه هضم شده در محیط سلول

 1+ گلوکز،  Dلیتر گرم بر میلیمیلی StemPro-34 ،6محیط 

 %1/0کشت شدند.  N2مکمل  درصد 1گلوتامین، - L درصد

β - ،5سیلین/استرپتومایسین، پنی درصد 1مرکاپتواتانول 

 درصد 1لیتر آلبومین سرم گاوي، میکروگرم بر میلی

 ;Non-essential amino acidsاسیدهاي آمینه غیرضروري (

NEAA ،(30 نانوگرم بر  60لیتر استرادیول، نانوگرم بر میلی

لیتر فاکتور رشد نانوگرم بر میلی 20لیتر پروژسترون، میلی

نانوگرم بر  Epidermal growth factor; EGF ،(10اپیدرمی (

لیتر نانوگرم بر میلی 8لیتر فاکتور رشد فیبروبلاست، میلی

GDN )Glial cell line-derived growth factor ،(100 

لیتر فاکتور مهارکننده لوسمی انسانی واحد بر میلی

)Leukemia inhibitory factor; LIF ،(1 هاي ویتامین درصد

سرم جنین گاوي واجد  درصد 1محیط حداقل ضروري، 

 ES )Fetal bovine serum; FBS ،(100شرایط با سلول 

میکروگرم بر  30لیتر اسید اسکوربیک، میکروگرم بر میلی

 -DLلیتر میکروگرم بر میلی 1لیتر اسید پیروویک و میلی

 درصد 5گراد و درجه سانتی 37اسید لاکتیک در دماي 

2CO 7[باشند در هوا می[ .  

، GSCهاي بیضه موش در محیط پس از کشت سلول

به صورت دستی در طول کشت اولیه  Iنوع  SSCsهاي کلنی

 Mouse Embryonic Fibroblastکننده (روي یک لایه تغذیه

Cells; MEFهاي ) جدا شد. مشخص شده است که کلنی

ES-Like روز از آغاز  40-125ره زمانی بین در یک دو

شوند. در مرحله بعد، از طریق ایجاد می SSCsکشت، از این 

هاي تکی از موش سلول ESتریپسینه کردن محیط 

به دست آورده شد. این محیط شامل  ES-Likeهاي کلنی

محلول با گلوکز بالا (تنظیم شده بر اساس حجم محلول)، 

 درصد FBS ،1 صددر NEAA ،15محلول  درصد 1حاوي 

L - ،درصد 1/0گلوتامین β - ،مرکاپتواتانولLIF  در غلظت

 Pen/Strep درصد 1لیتر و واحد بر میلی 1000نهایی 

روز  3-4کشت داده شدند و  ES-Likeهاي باشد. کلنیمی

و افزودن  PBSبار پاساژدهی شدند. پس از شستشو با یک
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 MEFبه یک لایه  ES-Likeهاي ، سلولEDTA-تریپسین

، FBS درصد 15جدید منتقل شدند. در نهایت با استفاده از 

  . ]8[غیرفعال شد  EDTA-تریپسین

هاي و سلول SSCsآمیزي ایمونوسیتوشیمی، براي رنگ

ES-Like  مخلوط شدند و سپس با  درصد 4با پارافورمالدئید

Triton/PBS 1/0 ها با نفوذپذیر شدند. سلول درصد

BSA/PBS 1  ه دنبال آن انکوباسیون مسدود شدند و بدرصد

انجام شد. در مرحله بعد، از  ZBTB16بادي اولیه با آنتی

هاي فلوروکروم بادي ثانویه فلوروکروم مخصوص گونهآنتی

هاي نشاندار شده با انکوباسیون شبانه استفاده شد و سلول

 اینچ  4لیتر از رنگ میکروگرم بر میلی 2/0

DAPI)diamidino-2-phenylindole-6آمیزي شدند. نگ) ر

هاي مثبت نشاندار شده با میکروسکوپ کانفوکال سلول

Zeiss LSM 700  (ساخت آلمان) مورد مطالعه قرار گرفتند و

(ساخت  Zeiss LSM-TPMTتصاویر با استفاده از دوربین 

  .]9[آلمان) به دست آمد 

آمیزي سپس به منظور پردازش بافت براي رنگ

شسته شد و  PBSایمونوهیستوشیمی، بافت بیضه موش با 

درصد فیکس شد. سپس بافت با  4در پارافورمالدئید 

Paraplast Plus  احاطه شد و با دستگاه میکروتوم به ضخامت

میکرومتر برش داده شد. مقاطع بافت بیضه بر روي  10

نصب شد و تا زمان استفاده در  Superfrost Plusاسلایدهاي 

آمیزي داري شد. براي پردازش رنگدماي اتاق نگه

ها با زایلن شسته شدند و ایمونوهیستوفلورسانس، نمونه

آمیزي جایگزین سپس به تدریج با آب در اتانول قبل از رنگ

توپ ژن با بازیابی اپیشدند. براي مقاطع بافتی، بازیابی آنتی

 20گراد به مدت درجه سانتی 95از گرما در دماي ناشی 

هاي بافت دقیقه انجام شد، محل اتصال غیراختصاصی نمونه

مسدود شد.  PBSتریتون در  درصد 3/0سرم،  درصد 10با 

ها آمیزي ایمونوفلورسانس براي این نمونهآزمایش رنگ

  .]9[طور که در بالا توضیح داده شد، ادامه یافت همان

پروتئین -اي از تعاملات پروتئینتجزیه و تحلیل شبکه

)PPIها که بیشترین اي از ژن) ابتدا جهت استخراج شبکه

دارند و براي بررسی فعل و انفعالات  ZBTB16ارتباط را با 

بینی شده، طات پیشپروتئین شناخته شده و ارتبا-پروتئین

استفاده شد. ) String )https://string-db.orgاز داده پایگاه 

به  ZBTB16هاي مرتبط با اي از پروتئینپس از رسم شبکه

ها و برجسته کردن تر روابط میان ژنمنظور کشف دقیق

هاي به دست آمده درون شبکه، داده ZBTB16جایگاه ژن 

ها بر اساس شدند. ژن 0.9.2نسخه  Gephi افزاروارد نرم

بندي شده و گري کلاسپارامترهاي درجه و مرکزیت واسطه

 Grapherافزار ها به صورت نمودار توسط نرماختلاف میان آن

 Enrichrرسم شد. در ادامه از پایگاه آنلاین  20.2.321نسخه 

)https://maayanlab.cloud/Enrichr/ (هاي جهت تفسیر ژن

ده براي مطالعه مسیرهاي بندي شعملکردي کلاس

 KEGG )Kyoto Encyclopediaسیگنالینگ بر اساس پایگاه 

of Genes and Genomes( .استفاده شد  

  نتایج

هاي در جمعیت تمایزنیافته سلول ZBTB16بیان ژن 

چنین، نشان داده شد. هم ES-Likeاسپرماتوگونیال و 

ZBTB16 براي سازي عنوان یک فاکتور رونویسی در اسپرمبه

هاي اسپرماتوگونیال بیضه معرفی و بیان شد. تکثیر سلول

هاي مرتبط با و ژن ZBTB16شونده به  هاي متصلپروتئین

مورد  ZBTB16هاي عملکردي آن براي درك بهتر مکانیسم

پروتئین - هاي تعامل پروتئینبررسی قرار گرفتند. شبکه
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)PPI پروتئین متصل شونده به  100) بر اساسZBTB16 ا ب

افزار ساخته شدند و سپس با نرم Stringاستفاده از ابزار 

Gephi منظور برجسته کردن  آنالیز شبکه انجام شد. به

هاي موجود در شبکه، سایز هر گره براي ارتباطات میان ژن

) که نشان از شدت ارتباط آن ژن با Degreeبیان درجه (

ره نیز ها دارد، تنظیم شد. از طرفی شدت رنگ هر گسایر ژن

 Betweennessگري (مرکزیت واسطه نشان دهنده

centralityچه سایز گره  الف). هر-1 باشد (شکل) آن ژن می

تر باشد به معناي درجه بیشتر است یعنی آن ژن با بزرگ

هاي بیشتري در ارتباط است و هر چه درجه بالاتر باشد، ژن

بسیاري زیرا  ،گیري مهم استتر است. این اندازهگره مرکزي

هاي بالا داراي مرکزیت بالایی با سایر ها با درجهاز گره

معیارها هستند. از طرفی هر چه رنگ گره به سمت قرمز 

ین معنا است که آن گره داراي مرکزیت ه اب ،میل کند

گري بالاتري است. به عبارتی آن ژن، ژن اصلی واسط واسطه

حذف باشد و در صورت هاي موجود در شبکه میمیان ژن

ها کاهش یافته و آن، انتقال اطلاعات و ارتباط میان ژن

کند را دچار اختلال می ءعملکرد کلی که آن شبکه ایفا

کند و حتی ممکن است که فعالیت شبکه متوقف شود. می

هر چه رنگ به سمت زرد و سپس سفید میل کند، میزان 

یابد. براي تشخیص گري آن ژن کاهش میمرکزیت واسطه

افزار یزان پارامترهاي هر گره با استفاده از نرمدقیق م

Grapher  نمودار مرتبط با شبکه ژنی رسم گردید. بر اساس

ي در میانه 52با قرار گرفتن در رتبه  ZBTB16نتایج، ژن 

ب). -1هاي شبکه قرار گرفت (شکل ژن نمودار مربوط به کل

گري از طرفی با رسم نمودار مرتبط با مرکزیت واسطه

چنان هم 82 با داشتن رتبه ZBTB16ص شد که ژن مشخ

در میانه نمودار قرار دارد و حذف این ژن اختلال چندانی در 

با  Hdac1ج) اما ژن -1کند (شکل کل شبکه ایجاد نمی

گري و درجه، در داشتن بیشترین قدرت مرکزیت واسطه

تواند عملکرد شبکه را به طور صورت اختلال یا حذف می

  .کندکامل مختل 

هاي شبکه، تر ارتباطات میان ژنبه منظور بررسی دقیق

بندي بندي شدند. کلاسکلاس Gephiافزار ها توسط نرمژن

ها در بین کند که ژنهایی تقسیم میشبکه را به زیرمجموعه

تري دارند. با شناخت ارتباطات میان خود ارتباطات متراکم

پی برد. زمانی  توان به وجود مسیرهاي سیگنالینگها میژن

ها با یکدیگر ارتباط نسبی بالایی دارند اي از ژنکه مجموعه

کند. ایجاد ارتباط عملکردي بیشتر را مطرح می فرضیه

  دهنده انجام یک پروسه ها در یک کلاس نشانقرارگیري ژن

باشد که هدف ما پی بردن به آن عملکردها بیولوژیکی می

بسیار بالا احتمالاً یک یا ها با ارتباطات است. کلونی ژن

دهند که اي از عملکردها را با یکدیگر انجام میمجموعه

ها شود که کلونی ژنکشف این عملکردها زمانی میسر می

ها هاي دخیل در آن کلونیشناخته شود و سپس ژن

کلاس با بیشترین ارتباط  4داراي  شناسایی شوند. این شبکه

براي بررسی بیشتر ژن الف). -2باشد (شکل عملکردي می

را  ZBTB16هاي موجود در کلاس مربوط به هدف، ژن

 ZBTB16ها مقایسه کرده و مشخص شد که در میان آن

ترین ژن گري و درجه را دارد و قويبیشترین مرکزیت واسطه

باشد که در صورت حذف یا ایجاد موجود در این کلاس می

ادي مختل اختلال در این ژن، عملکرد کل کلاس تا حد زی

  ب). -2شود (شکل می
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باشد. سایز هر گره بیانگر درجه و شدت یک ژن می . الف) هر گره نشان دهندهGephiافزار توسط نرم Stringآنالیز شبکه استخراج شده از  -1شکل

ها براساس پارامتر مرکزیت ها بر اساس پارامتر درجه.  ج) نمودار مقایسه ژنژن گري ژن است. ب) نمودار مقایسهمرکزیت واسطه دهندهرنگ نشان

رود که حذف این باشد. انتظار میمی 82 گري با رتبهو مرکزیت واسطه 51جه داراي رتبه از نظر پارامتر در PPI در شبکه ZBTB16 گري. ژنواسطه

  ژن از شبکه تأثیر به سزایی بر فعالیت کل شبکه نداشته باشد.
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 دهند. ب) مقایسهرا نمایش می 3و رنگ سبز کلاس  2، رنگ آبی کلاس 1، رنگ زرد کلاس 0ژنی. رنگ قرمز کلاس  بندي شبکهالف) کلاس -2شکل

  در این کلاس بیشترین قدرت را دارد. ZBTB16 .3هاي موجود در کلاس نسبت به سایر ژن ZBTB16پارامترهاي 

  

 3هاي کلاس هاي موجود در شبکه و ژنی ژنلیست تمام

شد تا  Enrichrرا به صورت مجزا وارد پایگاه آنلاین 

شوند، بر مبناي ها انجام میمسیرهایی که توسط این ژن

عملکردهاي  شناسایی شوند و امکان مقایسه KEGGپایگاه 

بیولوژیکی انجام شده توسط این دو گروه ژن میسر شود. 

مسیرهاي اصلی غنی شده توسط دو گروه  اطلاعات مرتبط با

  آورده شده است. 3ژنی در شکل 
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  .3هاي کلاس هاي کل شبکه. ب) مسیرهاي غنی شده توسط ژنمقایسه مسیرهاي سیگنالینگ. الف) مسیرهاي غنی شده توسط ژن -3 شکل

  

در محیط  ES-Likeهاي و سلول SSCsبر این، علاوه 

کشت داده شدند.  ZBTB16آزمایشگاهی براي بررسی بیان 

SSCs هاي پس از هضم آنزیمی جداسازي شدند و سلول

تولید شده در حضور فاکتورهاي رشد حمایت کننده از کشت 

SSC  کشت داده شدند. ما بیانZBTB16  را در جمعیت

موش مطالعه  بیضه ES-Likeهاي و سلول SSCsتمایزنیافته 

آمیزي ایمونوسیتوشیمی نشان کردیم. نتایج حاصل از رنگ

بیان  ES-Likeهاي در سلول ZBTB16داد که پروتئین 

 ES-Likeهاي سلولی شود. این در حالی است که ردهمی

 OCT4-GFP )Octamer-bindingحاوي گزارشگر پروموتر 

transcription factor 4-green fluorescent protein(  در

هاي پرتوان، هاي تراریخته نشان دادند که در این سلولموش

OCT4 شود اما نیز به شدت بیان میZBTB16  در هر

شود، بیان زیادي نشان دیده می OCT4بخشی که بیان 

). از طرفی، با آنالیز نتایج حاصل از 4دهد (شکل نمی

هاي آمیزي ایمونوهیستوشیمی در غشاء پایه لولهرنگ

ساز مشخص شد که برخلاف بیان بسیار زیاد ژن رماسپ

VASA هاي بنیادي در جمعیت تمایزنیافته سلول

در این جمعیت سلولی  ZBTB16اسپرماتوگونیال، بیان 

  ).5باشد (شکل بسیار کم می

 
. الف) ES-Likeدر  ZBTB16خصوصیات ایمونوسیتوشیمی  -4 شکل

. ج) ES-Likeدر  ZBTB16. ب) بیان ES-Likeدر  OCT4بیان 

. د) تصاویر ادغام شده. DAPIبا  ES-Likeهاي آمیزي سلولرنگ

ZBTB16  درES-Like شود (نوار مقیاس به خوبی بیان میm5µ.(  
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هاي در سلول ZBTB16خصوصیات ایمونوهیستوشیمی  -5 شکل

با فلورسنت قرمز. ب)  ZBTB16تمایزنیافته اسپرماتوگونیال. الف) بیان 

ها با اي سلولآمیزي هستهبا فلورسنت سبز. ج) رنگ VASAبیان 

DAPI د) تصاویر ادغام شده. بیان بسیار کم .ZBTB16  و بیان شدید

VASA پایه  ءهاي تمایزنیافته اسپرماتوگونیال در غشادر جمعیت سلول

  ).m5µساز قابل توجه است (نوار مقیاس هاي اسپرملوله

  بحث

نوهیستوشیمی و در این مطالعه، آنالیزهاي ایمو

دهند که برخلاف بیان ضعیف ایمونوسیتوشیمی نشان می

ZBTB16  درSSCs بیان آن در ،ES-Like  به طور

ها آن مولکولیتوجهی زیاد است که سبب حفظ وضعیت قابل

در  OCT4چنین مشخص شده است که بیان شود. هممی

ES-Like باشد، اما تصویر ادغام شده بیان محدود شدید می

ZBTB16  را در مناطقی کهOCT4  ،شدیداً بیان شده است

دهد که دهد. آنالیز ایمونوهیستوشیمی نشان مینشان می

هاي منحصر به غشاء پایه لوله SSCsدر  ZBTB16بیان 

 ءنزدیک غشا SSCsهاي چنین سلولباشد. همساز میاسپرم

را نشان دادند، اما بیان  VASAساز بیان قوي پایه لوله اسپرم

ZBTB16  نسبت به بیانVASA  به طور محسوسی کمتر

و همکاران  Azizi باشد. این نتایج تأییدي است بر مطالعهمی

در طول تمایز (اسپرماتوژنز) و  ZBTB16که بیان کردند 

پرتوان تنظیم  ES-Likeهاي توان به سلولتک SSCsتبدیل 

و همکاران در مطالعه خود عنوان  Sharma. ]10[شود می

باعث از بین  ZBTB16جایی که جهش در کردند که از آن

 ZBTB16شود، هاي جنسی وابسته به سن میرفتن سلول

هاي اسپرماتوگونیال یک فاکتور رونویسی خاص را در سلول

 SSCsداري از ي نگهکند که براکد می alAو  sA ،prAنوع 

کننده و یک سرکوب ZBTB16. ]11[باشد الزامی می

دارد نقش  SCCsکننده رونویسی است که در کنترل فعال

]11[ .ZBTB16 کننده یا عنوان یک فعالدر ابتدا به

کند کننده با تنظیم اثرات واسطه رونویسی عمل میسرکوب

هاي سالم ضروري است چنین براي تمایز و توسعه بافتو هم

هاي بنیادي را حفظ کند. ولتواند خودنوسازي سلو می

ZBTB16 تواند ایمنی ضد میکروبی، رد کردن حتی می

کشنده  Tهاي هاي التهابی را از طریق سلولتومور و بیماري

  .]12-15[) تنظیم کند iNKTطبیعی (

- هاي اصلی که ارتباط چشمدر ادامه براي شناخت ژن

 Stringژنی مربوط به آن از  دارند، شبکه ZBTB16گیري با 

استخراج شد و سپس به جهت تعیین میزان پارامترهاي مهم 

 ها که بیانگر میزان اثرگذاري و قدرت هر ژن در شبکهژن

ج به آنالیز شد. نتای Gephiافزار باشد، شبکه ژنی با نرممی

) را Hdac1( 1، ژن هیستون داستیلاز Gephiدست آمده از 

ترین ژن در شبکه معرفی کرد زیرا داراي به عنوان قوي

گري نسبت به سایر بالاترین میزان درجه و مرکزیت واسطه

و همکاران نشان  Luo طور که مطالعهباشد. همانها میژن
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عمدتاً در غنی کردن  Hdac1هاي مرتبط با ژن که داد

-کنش لیگاندمسیرهایی مانند مسیرهاي متابولیک، برهم

سیتوکین - کنش گیرنده سیتوکینگیرنده عصبی و برهم

 براي شبکه KEGGمسیرهاي  . با مطالعه]16[دخالت دارند 

ژنی مشخص شد که این شبکه در مسیر سیگنالینگ 

Hedgehog مسیر سیگنالینگ ،TGF-beta مسیر ،

، لوسمی میلوئید حاد، مسیرهاي سرطانی، Wntینگ سیگنال

و مسیرهاي تنظیم نادرست  Notchمسیر سیگنالینگ 

و همکاران عنوان  Yan رونویسی در سرطان نقش دارد.

ممکن  TGF-betaکردند که مسیر سیگنالینگ غیر طبیعی 

زایی غیرطبیعی شود است باعث دیسپلازي بیضه و اسپرم

]17[ .Khaleel خود بیان کردند  و همکاران در مطالعه

ساز باعث هاي اسپرمضمن آسیب به لولهلوسمی میلوئید حاد 

هاي نابالغ بزرگسال اختلال در توسعه اسپرماتوژنز در موش

در مرحله میوز و   هاشود و با کاهش قابل توجه در سلولمی

هاي آپوپتوز شده هاي پس از میوز باعث افزایش سلولسلول

و همکاران  Dilower. ]18[شوند ساز میهاي اسپرمدر لوله

نظیم کننده عملکردهاي را ت Hedgehogمسیر سیگنالینگ 

زایی و فولیکولوژنز غدد جنسی از جمله استروئیدوژنز، اسپرم

را در بزرگسالان معرفی کردند که از دست رفتن آن منجر به 

 Notch. مسیر سیگنالینگ ]19[شود ناباروري در مردان می

هاي سوماتیک غدد جنسی براي تقویت رشد اسپرم در سلول

 Notchمورد نیاز است، از طرفی افزایش سطح سیگنالینگ 

هاي هاي سوماتیک منجر به توقف رشد سلولدر سلول

زایی ها و توقف آن در اسپرمکیست سوماتیک در بیضه

  .]20[شود می

قدرت چندانی  ZBTB16اگرچه در نتایج کلی اولیه 

 تر ژن مورد نظر، شبکه بري دقیقنداشت اما به جهت مطالعه

بندي شد و نشان ها کلاساساس پارامترهاي مربوط به ژن

و  ZBTB16داده شد که ارتباط زیاد و قابل توجهی میان 

وجود  Nrtnو  Ret ،Gdnf ،Gftra1 ،Mtdh ،Agtr2هاي ژن

، Ret ،Gdnf ،Gftra1هاي دارد. در ادامه پارامترهاي ژن

Mtdh ،Agtr2  وNrtn  را که با ژنZBTB16  در یک کلاس

ها نشان )، مقایسه کردیم. آنالیز داده3اند (کلاس قرار گرفته

برخلاف قدرت کمتر خود در شبکه اصلی،  ZBTB16داد که 

هاي درت را در مقایسه با سایر ژندر این کلاس بیشترین ق

ها توان از طریق این ژن بر عملکرد سایر ژنموجود دارد و می

 ZBTB16جا که نیز تأثیر گذاشت. به عبارتی از آن

باشد، بیشترین اطلاعات می 3ترین ژن در کلاس اصلی

عبور  ZBTB16از  3موجود در شبکه براي رسیدن به کلاس 

 3هاي کلاس ن نسبت به سایر ژنکنند. از طرفی این ژمی

باشد. با هاي موجود در شبکه میداراي ارتباط بیشتري با ژن

مسیر سیگنالینگی که  توان دراستناد به نتایج حاصل، می

هاي قوي شناخته شود از طریق ژنها غنی میتوسط این ژن

 شده تغییراتی ایجاد کرد. به همین منظور، به مطالعه

ژنی مرتبط با  غنی شده توسط شبکه مسیرهاي سیگنالینگ

ZBTB16 هاي پرداختیم. مسیرهاي اصلی که توسط ژن

آنژیوتانسین، - شوند شامل سیستم رنینغنی می 3کلاس 

لوسمی میلوئید حاد، متابولیسم مرکزي کربن در سرطان، 

ها، مسیرهاي سیگنالینگ آدرنرژیک در کاردیومیوسیت

سی در سرطان، دخیل در سرطان، تنظیم نادرست رونوی

سرطان تیروئید، مسیر سیگنالینگ کلسیم و برهمکنش 

و همکارش در  Edenfieldباشد. گیرنده عصبی می- لیگاند
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- مطالعه خود بیان کردند که دخالت سیستم رنین

 SARS-CoV-2آلدوسترون در بیضه باعث نفوذ - آنژیوتانسین

(Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)  و

) ACE2 )Angiotensin-converting enzyme 2اخل با تد

تواند منجر به عفونت، از بین رفتن اثرات محافظتی بیضه می

تواند هاي التهابی و انعقاد و التهاب شود که میدر طول حالت

  . ]21[زایی و عملکرد بیضه را مختل کند اسپرم

مسیرهاي سیگنالینگ اصلی تنظیم شده توسط  با مقایسه

کل شبکه با مسیرهاي سیگنالینگ تنظیم شده توسط کلاس 

که ژن هدف ما در آن قرار دارد، به مسیرهاي مشابهی که  3

شامل مسیرهاي دخیل در سرطان، تنظیم نادرست رونویسی 

باشند، دست یافتیم. از یلوئید حاد میدر سرطان و لوسمی م

در شبکه ژنی در  3توان دریافت که کلاس این مقایسه می

جا که تنظیم مسیرهاي ذکر شده دخالت زیادي دارد و از آن

گري و داراي بیشترین میزان مرکزیت واسطه ZBTB16ژن 

باشد، در صورت خاموش شدن یا ایجاد درجه در کلاس می

هاي موجود در رد ژن ارتباط میان ژنهرگونه خطا در عملک

شود و از طرفی انتقال اطلاعات از دچار اختلال می 3کلاس 

به میزان زیادي محدود  3هاي شبکه به کلاس سایر کلاس

توانند اطلاعات دقیق و با اهمیتی را شود. نتایج حاصل میمی

در جهت ایجاد تغییر در تنظیم مسیرهاي مذکور از طریق 

ارائه کنند. تجزیه و تحلیل  ZBTB16ل در ژن ایجاد اختلا

اي را نشان هاي مولکولی بالقوهمکانیسم KEGGمسیرهاي 

  کند. را به سرطان مرتبط می ZBTB16داد که 

و  Wang توان به مطالعهدر تأیید نتایج مطالعه حاضر می

سازي نشان دادند که همکاران اشاره کرد که با آنالیز غنی

ZBTB16  ممکن است اثرات تومورزایی خود را با اتصال به

کروماتین، اتصال به پروتئین، اتصال به فاکتور رونویسی، 

 اتصال یون فلز و اتصال پروتئین یکسان اعمال کند، مطالعه

عنوان یک سرکوبگر تومور یا انکوژن با را به ZBTB16ها آن

د نقش کلیدي در بروز و توسعه تومورهاي مختلف معرفی کر

]5[ .Sadler  و همکاران بیان کردند کهZBTB16  التهاب

با تثبیت یک  ZBTB16کند. ناشی از پاتوژن را محدود می

کمپلکس رپرسور، فعالیت هیستون دي استیلاز را در بر 

گرفته و وضعیت کروماتین را تغییر می دهد که سبب کاهش 

شود و هوموستاز را هاي منتخب پاسخ ایمنی میژن ءالقا

، ساختار کروماتین تغییر ZBTB16کند. در غیاب حفظ می

سازد تا هاي رونویسی فعال را قادر میکند و کمپلکسمی

فوراً روي پروموترهاي ژن جمع شوند و در نتیجه 

چنین در رویه تولید شوند. همهاي التهابی بیسیتوکین

هاي را ابتدا با بدخیمی ZBTB16مطالعات اولیه، 

هماتولوژیک مرتبط دانستند و سپس بیان کردند که این ژن 

در تومورهاي جامد مختلف از جمله سرطان پروستات و 

تواند با می ZBTB16. ]22[روئید نقش دارد سرطان تی

چنین بهبود پیشرفت تنظیم رشد سلولی، تمایز، آپوپتوز و هم

ا کنترل تولید سیتوکین در بیماري در سیستم ایمنی ب

هاي ایمنی ذاتی، تشکیل تومور را و رشد سلول Tهاي سلول

با واسطه سیگنالینگ  ZBTB16مهار کند. به عنوان مثال، 

PTEN/AKT/FOXO3a  تومورزایی پروستات را سرکوب

ها را براي دستیابی به تواند ژنمی  ZBTB16.]23[کند می

هاي بنیادي و انکوژن با قابلیت اتصال به داري سلولنگه

DNA  تنظیم کند پسZBTB16  به عنوان فاکتوري جهت

چنین عنوان شد که بیان آگهی سرطان معرفی شد، همپیش

ارتباط نزدیکی با جنسیت دارد و بیان  ZBTB16پروتئین 
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ZBTB16  در بافت هاي مردانه مانند پروستات و بیضه بیشتر

  .]29-24[ست از هر بافت دیگري ا

مقایسه  به علت محدودیت در امکانات، امکان آنالیز و

وجود نداشت. در صورت ) Microarray( هاي ریزآرایهداده

توان می SSCsو  ES-Likeهاي ریزآرایه مرتبط با وجود داده

آنالیز تفاضلی بیان ژن انجام داد و به صورت بسیار دقیق 

یافته در روند تمایز را یافته و کاهش بیانهاي افزایش بیانژن

ا بیان متفاوت را ترین ژن بمشخص کرد. سپس کلیدي

شناسایی و حتی به عنوان ژن هدف براي طراحی دارو مورد 

هاي بیان توان پروفایلاستفاده قرار داد. در مطالعات آتی می

را در حضور و غیاب  ES-Likeهاي و سلول SSCsژن در 

ZBTB16 ها و مسیرهاي کلیدي که براي شناسایی ژن

. این روش شوند، مقایسه کردتنظیم می ZBTB16توسط 

  را نشان دهد. ZBTB16تواند میزان نقش نظارتی می

   گیرينتیجه

در مطالعه حاضر با آنالیز ایمونوسیتوشیمی و 

اگرچه  ZBTB16ایمونوهیستوشیمی نشان داده شد که ژن 

هاي اما بیان آن به غشاء پایه لوله ،شودبیان می SSCsدر 

در  ZBTB16بیان  در حالی کهشود، ساز محدود میاسپرم

باشد. در ادامه، بر قوي و واضح می ES-Likeهاي سلول

 ZBTB16اساس نتایج به دست آمده نشان داده شد که ژن 

باشد و با بررسی ترین ژن موجود در کلاس خود میقوي

کنیم که با می توصیهمسیرهاي سیگنالینگ مشترك ما 

توان تنظیم مسیرهاي می ZBTB16تغییر در بیان 

زیرا  ،شترك را از حالت عادي خارج نمودسیگنالینگ م

ZBTB16 هاي موجود در کلاس خود، نسبت به سایر ژن

باشد و هاي موجود در شبکه میداراي بیشترین ارتباط با ژن

سازي مسیرهاي سیگنالینگ مشترك نقش مهمی در غنی

  دارد.

  تشکر و قدردانی
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Background and Objectives: Spermatogonial stem cells (SSCs) can generate embryonic stem-like (ES-Like) cells, both of 

which possess the potential for pluripotent stem cells. The gene ZBTB16 (Zinc Finger and BTB Domain Containing 16) plays 

various roles in signaling pathways, cellular differentiation regulation, and growth. The aim of this research was to identify 

signaling pathways associated with the ZBTB16 gene using bioinformatics methods and investigate the expression levels of this 

gene in SSCs and ES-Like cells. 

Materials and Methods: In this experimental study, initially, 100 genes with connections to ZBTB16 were extracted from the 

protein database and analyzed using relevant software. Subsequently, ES-Like cells were extracted from mouse testicular SSCs 

and cultured. Then, the expression of ZBTB16 in ES-Like cells and SSCs was examined through immunocytochemistry and 

immunohistochemistry staining. 

Results: The results indicated that the expression of ZBTB16 was demonstrated in the undifferentiated population of SSCs and 

ES-Like cells. It was found that deleting ZBTB16 from the gene network could disrupt undesirable signaling pathways since 

ZBTB16 is involved in enriching specific pathways as a specific transcription factor. 

Conclusion: The experimental findings can support the analysis of spermatogonial cell growth in both in vivo and in vitro. 

Bioinformatics methods, by identifying biological functions that ZBTB16 regulates, have shown that ZBTB16 can be used as a 

target gene to weaken certain undesirable pathways. 
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