
Immunohistochemical Analysis and Role of Secreted
Frizzled-Related Protein-4 in Polycystic 

Ovary-Induced Rat

F. Jannesari ladani, M.Sc., G. Hossein, Ph.D.*, N. Jarooghi, M.Sc., 
H. Sepehri, Ph.D., B. Zeinali, Ph.D.

Animal Physiology Department, School of Biology, University College of Science, 
University of Tehran, Tehran, Iran

* Corresponding Address: P.O.Box: 14155-6455, Animal Physiology Department, School of Biology, University College
of Science, University of Tehran, Tehran, Iran

Email: ghossein@Khayam.ut.ac.ir
Abstract 
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Objective: The role of Wnt signaling and its antagonist; secreted Frizzled Related Protein 
type 4 (sFPR4) was reported in rodent ovarian follicular development. This study examines 
immunolocalization of sFRP4 in ovaries of polycystic ovary (PCO) rat model and evaluates 
its role in follicular growth arrest and its premature differentiation. 
Materials and Mathods: PCO was induced with daily administration of testosterone pro-
pionate (TP) for 1 to 4 weeks while normal control rats were injected only with vehicle. The 
ovaries underwent histological examination, immunohistochemical analysis of sFRP4 and 
steroidogenic acute regulatory protein (StAR) and apoptosis analysis.  
Results: Four-week TP treatment significantly increased the primordial follicles, and sig-
nificantly decreased the preantral and antral follicles compared to one week TP treatment. 
TP-treated animals had concomittantly, significant increase of sFPR4 immunoexpression 
in primordial, primary and preantral follicles as compared to one week TP-treated animals 
and control groups. Furthermore, sFRP4 immunostaining strongly co-localized in apop-
totic granulosa cells. Interestingly, increased sFRP4 immunostaining was associated with 
increased StAR immunoexpression in follicular theca layer and stroma in four weeks TP-
treated rats compared to one week TP-treated rats and control groups.
Conclusion: Our data showed a highly significant association between sFRP4 expres-
sion and apoptosis in ovaries of four week TP-treated animals. Moreover, co-localization 
of StAR and sFRP4 could suggest that sFRP4 may play a role in premature differentiation 
of follicles.  
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چكيده 
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* هدف: بررسى مكان بيان sFRP4 در مدل تخمدان  پلى كيستيك (PolyCystic Ovary; PCO)  موش صحرايى و 
نقش آن در روند توقف رشد و تمايز زودرس فوليكول ها

* مواد و روش ها: به منظور القاى PCO، به موش هاى صحرايى ماده نابالغ روزانه تستوسترون پروپيونات را به مدت يك 
الى چهار هفته تزريق كرديم و گروه هاى كنترل تنها با حلال تزريق شدند. سپس تخمدان ها، مورد بررسى بافت شناسى، آناليز 
 (Secreted Frizzled Related Protein-4; sFRP4) 4 ايمونوهيستوشيميايى و نقش پروتئين ترشح يافته شبه فريز لد نوع

و پروتئين تنظيم كننده استروئيدوژنز (Steroidogenic Acute Regulatory; StAR) وآناليزآپوپتوزيس قرارگرفتند. 
* يافته ها: تيمار چهار هفته اى با تستوسترون موجب افزايش معنى دار  تعداد فوليكول هاى بدوى، و كاهش معنى دار تعداد 
فوليكول هاى پيش آنترال  و آنترال در مقايسه با تيمار يك هفته اى شده است. تغييرات مشاهده شده در تعداد فوليكول ها، همراه 
با افزايش معنى دار بيان sFRP4 در فوليكول هاى بدوى، اوليه و پيش آنترال در مقايسه با گروه هاى تيمار يك هفته اى و كنترل 
است. علاوه بر اين، هم مكانى بالقوه اى بين بيان sFRP4 و آپوپتوزيس در سطح سلول هاى گرانولوزاى فوليكول ها ديده شد. 
اى و گروه هاى كنترل  اى نسبت به تيمار يك هفته  افزايش بيان StAR در لايه تك فوليكول ها و استروماى تيمار چهار هفته 

مشاهده شد كه هم مكان با بيان sFRP4 بود. 
* نتيجه گيري: نتايج ما نشانگر ارتباط بسيار معنى دارى بين بيان sFRP4 و آپوپتوزيس در نمونه هاى تيمار شده چهار 

تواند نشانگر نقش sFRP4 در تمايز زودرس فوليكول ها باشد. هفته اى مى باشد. هم مكانى StAR با sFRP4 مى 
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مقدمه
(Polycystic Ovarian Syndrome; كيستيك  پلي  تخمدان  سندرم 

به  زنان  در  درصد)   5-10) نازايى  علل  ترين  شايع  از  يكى   PCOS)
رشد  توقف  ها،  آندروژن  پلاسمايى  بالاى  غلظت  با  كه  پرود  مى  شمار 
اختلالات  و  گذارى  تخمك  عدم  زودرس،  لوتينيزيشن  فوليكولى، 
استروئيدوژنز و آندوكرين همراه است (1). از جمله مهمترين مسيرهاى 
سيگنال دهى كه در اعمال طبيعى تخمدان بالغ نقش دارد مسير سيگنال 
ژنى بيان  حال  شرح  تعيين  از  حاصل  هاى  يافته  است.   Wnt دهى 

به  مبتلا  زنان  تخمدان  در   (Gene  Expression  Profiling)
PCOS  نشانگر اختلال مسير سيگنال دهى Wnt در اين بيماران بوده 
سيگنال  و  ترشحى  هاى  ملكول   ،Wnt هاى  گليكوپروتئين   .(2) است 
فرايندهاى  تنظيم  در  موضعى  طور  به  كه  هستند  سلولى  خارج  ده 
تمايز  و  تكثير  سلولى،  سرنوشت  و  قطبيت  تعيين  نظير  تكوينى  متنوع 
كنند. بيان پروتئين هاي  سلولى و دخالت در الگوسازى بافتى عمل مى 
ها  فوليكول  رشد  طبيعى  روند  و   (3) تخمدان  جنينى  تكوين  در   Wnt
توسط  مناسب  مكان  و  زمان  در  كه  است  شده  گزارش  جوندگان  در 
شبه  يافته  ترشح  پروتئين   .(5  ،4) شود  مى  كنترل  هايش  آنتاگونيست 
 (Secreted Frizzled Related Protein4; sFRP4)4 فريزلد نوع
تشكيل  در   ،Wnt هاي  مولكول  هاى  آنتاگونيست  از  يكى  عنوان  به 
دخالت  جوندگان  تخمدان  در  آپوپتوزيس  شروع  و   (6) زرد  جسم 

به  تخمدان  در   Wnt دهى  سيگنال  مولكولي  عملكرد   .(7-9) دارد 
طور واضحى مشخص نشده است، با اين حال نقش Wnt-4 به عنوان 
آدرنال  كورتكس  و  بيضه  در  تستوسترون  سنتز  منفى  كننده  تنظيم  يك 
در   Wnt هاى  گليكوپروتئين  دخالت  نشانگر  كه   ،(10) شده  گزارش 
استروئيدوژنز تخمدانى است. به علاوه در نتايج به دست آمده از تعيين 
شامل   Wnt آنتاگونيست هاى  بيان  كه  شده،  ثابت  ژنى  بيان  حال  شرح 
تكا  هاى  سلول  در   Wnt-5A پروتئين  بيان  نيز  و   sFRP4  ،DKK1

افراد مبتلا به OCP افزايش يافته است (2) به همين دليل مسير سيگنال 
دهى Wnt در سلول هاى تكا و يا گرانولوزاى اين افراد دچار اختلال 
دخيل  كسيتيك  پلى  تخمدان  فنوتيپ  ايجاد  در  تواند  مى  كه  شود  مى 
عملكرد  روى  آن  اثرات  و   Wnt سيگنال دهى  مسير  بررسي  لذا  باشد. 
طبيعى تخمدان، ما را در شناسايى مكانيسم بيوشيميايى و ملكولى سندرم 

تخمدان پلى كيستيك يارى خواهد كرد. 
موش  كسيتيك  پلى  تخمدان  مدل  از  استفاده  با  مطالعه  اين  در 
در  آپوپتوزيس  با   sFRP4 بيان  ميان  ارتباط   ،(11) صحرايى 
و  لوتينيزيشن  روند  شد.  بررسى  فوليكولى  تكوين  مختلف  مراحل 
مختلفي  هاي  آنزيم  و  ها  پروتئين  بيان  به  وابسته  استروئيدوژنز،  افزايش 
استروئيدوژنز  دقيق  كننده  تنظيم  پروتئين  بيان  افزايش  كه  است 
مهمي  نقش   (Steroidogenic Acute Regulatory; StAR)
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افزايش بيان sFRP4 با تستوسترون

تخمدان   بارز  مشخصات  از  يكي   .(12) كند  مي  ايفا  روند  اين  در  را 
وقوع  و  داخلي  تك  هاي  سلول  استروئيدوژنز  افزايش  كسيتيك  پلى 
لوتينيزيشن زودرس (يا تمايز زودرس فوليكولى) است (2). با توجه به 

افزايش بيان sFRP4 در روند لوتينيزيشن، بيان پروتئين StAR و هم 
  sFRP4 نيز بررسي شده است، تا نقش  sFRP4 مكاني آن با  بيان

در تخمدان پلى كسيتيك آشكار شود.

مواد و روش ها
مواد

اهدايى  sFRP4 آنتى  خرگوش  كلونال  پلى  بادى  آنتى 
بادى آنتى  سوئيس،  برن  دانشگاه  از  فريز  پروفسور  طرف  از 

شده  خريدارى   StAR آنتى  خرگوش  كلونال  پلى 
شركت از   TUNEL كيت   ،(Ab-Cam,  UK) شركت  از 
 ،Poly-lysine ،propidimum iodide ،(Roche F-Hoffman La)
 ABC Complex كيت ،(Sigma-Aldriche) از شركت BSA
 (DAB) و نشانگر دى آمينوبنزيدين Vectashield ،Vectastain

از شركت Vector Iaboratories ،UK خريدارى شد.

روش ها
تيمار حيوانات

-50 وزن  با   Wistar نژاد  از  نابالغ  ماده  صحرايى  هاى  موش 
انجام  براى  تهران  دانشگاه  بهداشت  دانشكده  حيوانخانه  از  گرم   40
ساعت   21 شرايط  در  صحرايى  هاى  موش  شدند.  تهيه  ها  آزمايش 
درجه   23±2 حرارتى  محدوده  در  و  تاريكى  ساعت   21 و  روشنايى 
گراد و دسترسى به مقادير دلخواه آب و غذا نگهدارى شدند و  سانتى 
فيزيولوژى  آزمايشگاه  در  ماه 86  شهريور  تا  ماه 85  تير  از  آزمايش ها 
كميته  مصوبه  طرح  اين  است.  گرفته  صورت  تهران  دانشگاه  جانورى 

اخلاق دانشكده زيست شناسى دانشگاه تهران مى باشد.
سه سرى آزمايش مستقل طراحى شد و در هر سرى هشت موش 
تيمار  چهارتايى  گروه  دو  به  كه  گرفت  قرار  بررسي  مورد  صحرايى 
زيرجلدى  تزريق  با  روزانه  تيمار  گروه  شدند.  تقسيم  كنترل  و  شده 
 1 ميزان  به  كنجد  روغن  در  شده  حل   (TP) پروپيونات  تستوسترون 
ميلى گرم به ازاى هر 100 گرم وزن بدنشان به مدت يك الي چهار هفته 
تزريق  كنجد  روغن  مدت  اين  طى  در  كنترل  گروه  به  و  شدند،  تيمار 
شد. در پايان تيمار از هر گروه 4 حيوان در هر سرى كشته شدند. يك 
تخمدان هر موش صحرايى در پارافرمالدئيد 4درصد تثبيت شد و سپس 
به  ميكروتوم  دستگاه  توسط  و  گيرى  قالب  پارافين  با  بافتى  هاى  نمونه 
ضخامت 7 ميكرومتر برش گيرى شدند. سپس برش هاى پياپى پارافينى 
براى شمارش فوليكولى، آناليز ايمونوهيستوشيميايى و آپوپتوزيس (به 

روش TUNEL)  مورد بررسى قرار گرفتند.

شمارش فوليكولى
نمونه  چهار  و  (1هفته/4هفته)  تيمار  نمونه  چهار  مطالعه  اين  در 
داشت.  وجود  ها  آزمايش  از  سرى  هر  در  (1هفته/4هفته)  كنترل 
از آنجايى كه اين تحقيق در 3 نوبت مجزا انجام پذيرفت لذا مجموعا 
آناليزهاى براى  نمونه   12 كنترل  و  تيمار  هاى  گروه  از  يك  هر  در 
فوليكولى شمارش  داشتيم.  فوليكولى  شمارش  جمله  از  نظر  مورد 

توسط  هماتوكسيلين-ائوزين  با  شده  آميزى  رنگ  هاى  برش  روى 
 (Denmark) و دوربين ديجيتال Zeiss axiophot ميكروسكوپ

Deltapix 450 و نرم فزار Deltalpix viewer با بزرگ نمايى هاى 
50× تا 635× انجام شد. فوليكول ها به 6 دسته مجزا كه شامل: فوليكول 
هاى بدوى (داراى يك لايه سنگفرشى سلول گرانولوزا و يا مخلوطى از 

سلول سنگفرشى و مكعبى به دور تخمك)، اوليه (داراى يك لايه سلول 
چندين  (داراى  آنترال  پيش  تخمك)،  دور  به  مكعبى  گرانولوزا  هاى 
لايه سلول گرانولوزا با يك يا دو حفره كوچك)، آنترال (داراى يك 
حفره بزرگ)، كيستيك (داراى يك لايه نازك سلول هاى گرانولوز)، 
و  بزرگ)  حفره  يك  و  شده  ضخيم   (Theca) تكا  هاى  سلول  لايه 
اجسام زرد تقسيم بندى شدند (13، 14). در هر برش به منظور جلوگيرى 
هستك  داراى  فوليكول هاى  فقط  فوليكول،  يك  تكرارى  شمارش  از 
اوليه  و  بدوى  فوليكول هاى  شمارش  شد.  شمارش  تخمك   در  واضح 
شمارش  براى  شد.  انجام   Immersion  Oil با  بزرگ نمايى 630×  با 
فوليكول هاى پيش آنترال، آنترال، كيستيك و جسم زرد از بزرگ نمايى 
5× و  يا 10× استفاده شد و تعداد كل آنها بر مبناى آنچه شمارش شده 

بود محاسبه شد (13، 15، 16).

آناليز ايمونوهيستوشيميايى
گيرى  برش  و  گيرى  قالب  تثبيت،  صحرايى،  هاى  موش  تخمدان 
شدند. سپس برش هاى بافتى، پارافين زدايى و آب دهى شدند. به منظور 
 pH=6 بازيابى آنتى ژنى، برش هاى بافتى در بافر سيترات 10 ميلى مولار با
حذف  گرفتند.  قرار  گراد  سانتى  درجه  دماى 90  در  دقيقه  مدت 20  به 
ها  برش  دادن  قرار  با  اوليه  آنتي بادي  غيراختصاصي  اتصال  هاي  مكان 
سيگما  شركت  از  شده  تهيه  (BSA) 4درصد  گاوى  سرم  آلبومين  در 
سپس  شد.  انجام  اتاق  معمولى  دماى  در  ساعت   1 مدت  به   PBS در 
از  (اهدايى   sFRP4 آنتى خرگوش  پلى كلونال  آنتى بادى  با  ها  نمونه 
 StAR طرف پروفسور فريز) يا با آنتى بادى پلي كلونال خرگوش آنتى
(خريداري شده از شركت AbCam, u.k) هر دو با رقت  (1:100) 
رقيق شده در (4درصد) PBS+BSA به مدت 24 ساعت تحت دماى 4 
درجه سانتى گراد در اتاق مرطوب انكوبه شدند. در كنترل منفي، برش ها 
فقط با محلول (4درصد) PBS+BSA در غياب آنتى بادى اوليه انكوبه 
شدند. سپس لام ها 3 بار در PBS شسته شدند و به منظور مهار فعاليت 
پراكسيدهاى آندوژن، نمونه ها به مدت 10 دقيقه در دماى معمولى اتاق 
پس از  انكوبه شدند. لام ها  پراكسيد 0/3درصد در متانول  هيدروژن  با 
شست وشو با آنتي بادي ثانويه، آنتى IgG خرگوش بيوتينيله شده به مدت 
1 ساعت در دماى معمولى اتاق در اتاق مرطوب انكوبه شدند. بعد از 
اين مرحله، انكوباسيون با Vectastain ABComplex به مدت 30 
دقيقه در دماى معمولى اتاق انجام گرفت. سپس نمونه ها در PBS شسته 
 ،(DAB) آمينوبنزيدين  دى  نشانگر  از  استفاده  با  آشكارسازى  و  شدند 
كند، انجام گرفت. و سرانجام آناليز  كه يك رسوب قهوه اى ايجاد مى 

برش ها با ميكروسكوپ نورى معمولى انجام شد. 

TUNEL آناليز آپوپتوزيس به روش
بازيابى شدند،  دهى  آب  و  زدايى  پارافين  بافتى،  هاى  برش  ابتدا 

مولار  ميلى  سيترات 10  بافر  با  بافتى  برش هاى  تيمار  وسيله  به  ژنى  آنتى 
گراد انجام شد. با pH=6 به مدت 20 دقيقه در دماى 90 درجه سانتى 

مدت  به  ها  برش  انكوباسيون  با  آنزيم،  اتصال  غيراختصاصى  مكان هاى 
يك ساعت در محلول PBS حاوى 4درصد BSA در دماى معمولى 
شسته   PBS در  بار  دو  ها  برش  مرحله  اين  از  بعد  شدند.  حذف  اتاق، 
شدند. سپس برش ها با مخلوط واكنش TUNEL با آنزيم Tdt به مدت 



جان نثارى و همكاران

گراد در اتاق تاريك و مرطوب  2 ساعت تحت دماى 37 درجه سانتى 
 TUNEL واكنش  مخلوط  با  ها  برش  منفي،  كنترل  در  شدند.  انكوبه 
 PBS بدون آنزيم انكوبه شدند. بعد از انكوباسيون، نمونه ها 3 بار در
 Propidimum  Iodide با  ها  هسته  آميزى  رنگ  و  شدند  شسته 
درجه   37 دماى  تحت  دقيقه   15 مدت  به  ليتر)  ميلي  (1ميكروگرم/ 
سپس  و  گرفت  صورت  مرطوب  و  تاريك  اتاق  در  گراد  سانتى 
محلول  نمونه ها   روى  بر  بعد  مرحله  در  شدند.  شسته   PBS در لام ها 
vectashield قرار گرفت و براى آناليز آپوپتوزيس با ميكروسكوپ 
تر  دقيق  بررسى  منظور  به  مرحله  اين  از  پس  شدند.  بررسي  فلورسنت 
ها به منظور  نمونه ها با ميكروسكوپ نورى به شرح زير عمل شد. لام 
پاك شدن چسب Vectashield در PBS به خوبى شسته و به مدت 
30 دقيقه تا يك ساعت توسط  4درصد BSA انكوبه و بعد 3 بار در 
آنتى فلورسين  آنتى بادى  با  ها  نمونه  مرحله  اين  در  شدند.  شسته   PBS
مزدوج شده با پراكسيد كه به نوكلئوتيدهاى فلورسين چسبيده به انتهاى   
OH-3 آزاد DNAهاى قطعه قطعه شده متصل مى شوند و به مدت 30 
 PBS گراد انكوبه شدند. سپس نمونه ها در دقيقه در 37 درجه سانتى 
رسوب  يك  كه   ،DAB نشانگر  از  استفاده  با  آشكارسازى  و  شسته 
قهوه اى ايجاد مى كند، انجام شد. نمونه ها با هماتوكسيلين رنگ آميزى 
صورت  زايلن  و  ها  الكل  سرى  با  سازى  شفاف  و  گيرى  آب  و  شدند 
گرفت. در پايان با استفاده از چسب انتالن لامل روى نمونه ها چسبيده و 

آناليز برش ها زير ميكروسكوپ نورى معمولى دنبال شد.

آناليز آمارى
افزار INSTAT و تست پارامتريك  آناليز آمارى با استفاده از نرم 
دار  ANOVA يك طرفه انجام شد. p≤0/05 به عنوان اختلاف معنى 
 ± معيار  از  انحراف   (Mean±SD) صورت  به  نتايج  و  شده  محاسبه 

ميانگين (n=12) نشان داده شده است.

يافته ها
توقف  كيستيك  پلى  تخمدان  هاى  شاخص  مهمترين  از  يكي 
است.  تخمدان  در  كيستيك  هاي  فوليكول  مشاهده  و  فوليكولي  رشد 
موش  در  كيستيك  پلى  تخمدان  ايجاد  براي  متعددي  بسيار  هاي  مدل 
توسط  مطالعه  اين  در  استفاده  مورد  مدل  است.  شده  گزارش  صحرايي 
روزانه  تزريق  با  كه  شده  گزارش  قبلا   (11) همكارانش  و  بلوسسكى 
ايجاد  به  قادر  نابالغ  ماده  صحرايي  موش  به  پروپيونات  تستوسترون 
اختلالات  با  همراه  تخمدان  در  كيستيك  پلى  تخمدان  هاي  ويژگي 
متابوليك شده اند. آناليز بافت شناسى برش هاى تخمدانى نمونه هاى تيمار 
هاى  فوليكول  تجمع  و  كيستيك  هاى  فوليكول  وجود  وضوح  به  شده  
اند  گذارى و فقدان اجسام زرد را  نشان داده  پيش آنترال، عدم تخمك 
جسم  زياد  تعداد  وجود  كنترل،  نمونه هاى  در  آنكه  حال   .(1A (شكل 

 .(1B شكل) زرد نشانگر سيكل جنسى نرمال است
همان  فوليكولى،  تكوين  روى  بر  تستوسترون  اثر  تعيين  منظور  به 
اساس  بر  ها  فوليكول  شد،  داده  شرح  ها  روش  بخش  در  كه  طورى 

بندى شدند كه عبارتند از : 1. فوليكول  ريخت شناسى به 6 گروه دسته 
آنترال، پيش  هاى  فوليكول   .3 اوليه،  هاى  فوليكول   .2 بدوى،  هاى 

4. فوليكول هاى آنترال، 5. فوليكول هاى كيستيك و 6. اجسام زرد. 
با توجه به نمودار 1، اختلاف معنى دارى (p≤0/05) بين گروه هاى 
دستجات  از  كدام  هيچ  در  و  تيمار  اول   هفته  در  كنترل  و  شده  تيمار 
تعداد  چهارم  هفته  در  تيمار  ادامه  با  است.  نشده  ديده  فوليكولى 

حيوانات  در   (p<0/001) دارى  معنى  صورت  به  بدوى  هاى  فوليكول 
تيمار شده با تستوسترون در مقايسه با كنترل و تيمار يك هفته اى افزايش 
يافته است. در حالى كه تعداد فوليكول هاى پيش آنترال و آنترال به طور 
معنى دارى (p<0/001) در مقايسه با كنترل و تيمار يك هفته اى كاهش 

يافته است. 

شكل 1: آناليز ريخت شناسى تخمدان موش هاى صحرايى تيمار شده با 
تستوسترون پروپيونات و كنترل

هماتوكسيلين–ائوزين  با  شده  آميزى  رنگ  تخمدانى  هاى  برش   :A
پيش  هاى  فوليكول  زيادى  تعداد  ها  فلش  و  بزرگ  كيستيك  هاى  فوليكول 

دهند (50×). آنترال را نشان مى 
ها در تخمدان گروه كنترل موش هاى صحرايى بالغ اجسام زرد  B: فلش 

را  مشخص مى كنند.

و   StAR با  آن  مكاني  هم  و   sFRP4 بيان  بررسى  منظور  به 
هاى  (استروما-سلول  تخمدان  مختلف  هاى  بخش  در  آپوپتوزيس 
روى  بر   TUNEL و  ايمونوهيستوشيميايى  آناليز  تكا)،  يا  و  گرانولوزا 
برش هاى پياپي تخمدان تيمار شده و كنترل انجام شد (شكل 2). آناليز 

ايمونوهيستوشيميايى تخمدان موش هاى صحرايى تيمار شده يك هفته 
اي نشانگر بيان ضعيف سيتوپلاسميك sFRP4 و StAR و هم مكاني 
به  گرانولوزا  هاي  سلول  و  تكا  لايه  استروما،  سطح  در  پروتئين  دو  اين 
 .(2A و B شكل) طرف حفره آنتروم در فوليكول هاى كيستيك است
 sFRP4 موجب افزايش بيان TP كه تيمار طولاني مدت با در حالي 
و StAR در دستجات مختلف فوليكولي (در بر گيرنده فوليكول هاى 

 .(2D و E شكل) بدوى تا آنترال) مي شود
هم مكانى و بيان سيتوپلاسميك sFRP4 و StAR در سلول هاى 

.(2K, L شكل) گرانولوزاى رو به حفره آنتروم نشان داده شده است
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افزايش بيان sFRP4 با تستوسترون

كيستيك و تخمدان  نمودار 1: شمارش دستجات فوليكولى در تخمدان پلى 
كنترل نرمال 

تعداد كل فوليكول ها در هر كدام از دستجات فوليكولى در پايان هفته هاى 
اول و چهارم، در حيوانات تيمار شده وكنترل شمارش شده است. نتايج 
و   n=12 است.  شده  داده  نشان  معيار  از  ميانگين±انحراف  صورت  به 
هاى بدوى، پيش آنترال و آنترال در تيمار  p≤0/001 ***. تعداد فوليكول 
چهار هفته اى (D) نسبت به تيمار (B) و كنترل (A) يك هفته اى اختلاف 
معنى دارى را نشان مى دهد. A . كنترل يك هفته اى، B . تيمار يك هفته اى، 

C= كنترل چهار هفته اى، D . تيمار چهار هفته اى.

با توجه به نقش پروآپوپتوتيك تستوسترون در تخمدان جوندگان 
تخمداني  برش هاي  روي  بر   TUNEL آناليز  ها (17، 18)،  پريمات  و 

شكل2: بررسى ايمونوهيستوشيميايى بيان sFRP4 و StAR وآناليز TUNEL در موش هاى صحرايى تيمار شده با تستوسترون پروپيونات و كنترل 
هاى  سلول  و  تكا  لايه  در   sFRP4 بيان  ها  فلش  sFRP4 (A, E, J)؛  آنتى  بادى  آنتى  با  شده  آميزى  رنگ  تخمدانى  هاى  برش  از  كوچك  نمايى  بزرگ 
آنتى بادى  آنتى  با  شده  رنگ آميزى  تخمدانى  هاى  برش  از  كوچك  نمايى  بزرگ  دهند.  مى  نشان  ترتيب   به  را   زرد  جسم  لوتئال  هاى  سلول  و  گرانولوزا 
دهند.  مى  نشان  ترتيب  به  را   زرد  جسم  لوتئال  هاى  سلول  و  استروما  گرانولوزا،  هاى  سلول  تكا،  لايه  در   StAR بيان  ها  فلش  StAR (B, G, K)؛ 
نشان  را   (H) شكل  در   StAR بيان  با  هم مكان   (F) شكل  در  آنتروم  به  رو  گرانولوزا  هاى  سلول  در   sFRP4 بيان  سيتوپلاسميك  مكان  بالا  نمايى  بزرگ 
دهد. رنگ آميزى TUNEL به روش فلورسنت  (C, I, L) سلول هاى گرانولوزاى رو به آنتروم، لايه تكا، استروما و سلول هاى لوتئال به ترتيب  نشان  مى 
تر  دهد. به منظور بررسى دقيق  داده شده است. شكل ضميمه c سلول هاى گرانولوزاى آپوپتوتيك رو به حفره آنتروم را با بزرگ نمايى بالاتر نشان مى 
دهد. شكل ضميمه  هاى رو به آنتروم در كيست را نشان مى  آپوپتوز شكل (D) نشان دهنده آناليز TUNEL با استفاده از نشانگر DAB است كه سلول 
 1W, ، كنترل =Cont ،تيمارشده با تستوسترون پروپيونات =TP) .كنترل منفى آناليز ايمونوهيستوشيمى را در غياب آنتى بادى اوليه نشان مى دهد (K)

4W = يك و چهار هفته اى).
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صورت گرفت. 
در تيمار طولانى مدت موش هاى صحرايى با TP، وابستگى و هم 
اى بين بيان sFRP4 و آپوپتوزيس در تمامى  دار و بالقوه  مكانى معنى 

 .(2B و H شكل) دستجات فوليكولى مشاهده شده است
علاوه بر آناليز TUNEL به روش فلورسانس از  نشانگر DAB  به 
منظور مشاهده دقيق تر نيز استفاده شده است (شكل 2G).  آپوپتوزيس 
سلول هاى گرانولوزا  رو به حفره آنتروم به وضوح در شكل 2G نمايان 
نشانگر  كه  هستند  اى  قهوه  شدت  به  ها  سلول  هسته  شكل  اين  در  است. 

وجود DNA قطعه قطعه شده است.
وابستگى بين بيان sFRP4  و آپوپتوزيس در نمودار 2 و 3 نشان 
داده شده است. نمودار2 نشانگر درصد بيان sFRP4 و نمودار 3 نشانگر 
درصد آپوپتوزيس در دسته هاى مختلف فوليكولى است. در تيمار يك 
هفته اى، بيان sFRP4 در فوليكول هاى پيش آنترال(40 درصد)، آنترال 
منطبق  كه  شد (نمودار 2)  ديده  درصد)  كيستيك (100  و  درصد)   65)
پيش  هاى  فوليكول  در  آپوپتوزيس  درصد  براى  آمده  به دست  نتايج  با 
بوده  درصد)  كيستيك (100  و  درصد)  آنترال(82  درصد)،  آنترال (66 
است (نمودار 3). در حالى كه در گروه تيمار چهار هفته اى، بيان بالاى 

تيمار يك هفته اى كنترل يك هفته اى  كنترل چهار هفته اى تيمار چهار هفته اى

فوليكول هاى بدوى
فوليكول هاى اوليه
فوليكول هاى پيش آنترال
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آنترال  درصد)،   90) آنترال  پيش  هاى  فوليكول  در  تنها  نه   sFRP4
بدوى  فوليكول هاى  در  بلكه  درصد)  كيستيك (100  و  درصد)   100)
(66 درصد) و اوليه (100 درصد) نيز ديده شده است (نمودار 2) كه 
بوده  فوليكولى  دستجات  تمامى  در  درصد  آپوپتوزيس 100  با  همراه 

است (نمودار 3). 

تخمدان  فوليكولى  مختلف  دستجات  در   sFRP4 بيان  درصد  نمودار2: 
موش هاى صحرايى تيمار شده با TP و كنترل

است.  شده  داده  نشان  معيار  از  ميانگين±انحراف  صورت  به  نتايج 
هاى بدوى، اوليه و پيش آنترال  n=12 و p<0/001 ***. تعداد فوليكول 
در تيمار چهار هفته  اى (D) نسبت به تيمار (B) و كنترل (A) يك هفته اى 
دهد. A. كنترل يك هفته اى، B. تيمار يك  دارى را نشان مى  اختلاف معنى 

هفته اى، C. كنترل چهارهفته اى، D. تيمار چهار هفته اى. 

تخمدان  فوليكولى  مختلف  دستجات  در  آپوپتوزيس  درصد  نمودار3: 
موش هاى صحرايى تيمار شده با TP و كنترل

است.  شده  داده  نشان  معيار  از  ميانگين±انحراف  صورت  به  نتايج 
پيش  و  اوليه  بدوى،  هاى  فوليكول  تعداد   .***p<0/001 و   n=12
 (A) كنترل  و   (B) تيمار  به  نسبت   (D) اى  هفته  چهار  تيمار  در  آنترال 
دهد. A. كنترل يك هفته اى،  يك هفته اى اختلاف معنى دارى را نشان مى 

اى. هفته  چهار  تيمار   .D چهارهفته اى،  كنترل   .C هفته اى،  تيمار يك   .B

بيان  نشانگر  كنترل  هاي  تخمدان  ايمونوهيستوشيميايى  آناليز 
هاى  فوليكول  و  زرد  اجسام  در  آپوپتوزيس  با  مكان  هم   sFRP4
 StAR ضعيف  بيان   .(2C و   I (شكل  بود  آنترال   و  آنترال  پيش 
كنترل  گروه  در   .(2F (شكل  شد  مشاهده  زرد  اجسام  در  عمدتا  نيز 
 31) آنترال  پيش  هاى  فوليكول  در  فقط   sFRP4 بيان  اى  هفته  يك 
درصد) و آنترال (25 درصد) ديده شد (نمودار 2) و آپوپتوزيس نيز 
صرفا در فوليكول هاى پيش آنترال (42 درصد) و آنترال (55 درصد) 
داراى  كه  اى  هفته  چهار  كنترل  گروه  در   .(3 (نمودار  شد  مشاهده 
پيش  هاى  فوليكول  در   sFRP4 بيان  هستند،   مرتب   جنسى  سيكل 
درصد)   100) زرد  اجسام  و  درصد)  آنترال(75  درصد)،   60) آنترال 
وجود داشت (نمودار 2) كه درصد بالاى  آپوپتوزيس 83 درصد، 85 
درصد، و 100 درصد) در فوليكول هاى پيش آنترال، آنترال و اجسام 

زرد به ترتيب ديده شد (نمودار 3). 

بحث
ژني بيان  حال  شرح  تعيين  در   sFRP4 بيان  افزايش 

انساني  كيستيك  پلى  تخمدان  بافت  از  شده  جدا  تك  هاي  سلول 
ديگر  در  آن  بيان  مكان  و  نقش  وليكن   ،(2) است  شده  گزارش  
مطالعه  اين  در  است.  نشده  مشخص  كنون  تا  تخمدان  هاي  قسمت 

پلى  تخمدان  مدل  در   sFRP4 بيان  مكان  و  نقش  بار  اولين  براى 
بررسى  پروپيونات  تستوسترون  با  شده  القا  صحرايى  موش  كيستيك 
طولاني  تيمار  در   sFRP4 بيان  افزايش   گزارش  اين  در  است.  شده 
نقش  متعددي،  مطالعات  است.  شده  داده  نشان  تستوسترون  با  مدت 

داده  گزارش  فوليكولى  تكوين  و  رشد  شروع  در  را  ها  آندروژن 
چه  هر  آندروژن  رسپتور  فاقد  هاي  موش  در  چنانچه   ،(19  ،18) اند 
سنشان بالاتر مى رود، ذخيره فوليكولي تخمدان كمتر مي شود و دچار 
ازكارافتادگي زودرس تخمدان مي شوند (20). در تاييد اين گزارش ها، 
تيمار  اثر  بر  فوليكولي  ذخيره  افزايش  نشانگر  نيز  ما  هاي  آزمايش 
تستوسترون  كه  است  ذكر  به  لازم  است.  تستوسترون  با  مدت  دراز 
برنده آپوپتوزيس نيز در تخمدان موش صحرايى  به عنوان عامل پيش 
تعداد  دار  معنى  كاهش  حاضر  مطالعه  در   .(21) است  شده  گزارش 
بالاى  درصد  و  مدت  دراز  تيمار  در  رشد  حال  در  هاى  فوليكول 
آپوپتوزيس در فوليكول هاى بدوى و اوليه مى تواند از يك طرف نشانگر 
توقف رشد فوليكولى و از طرف ديگر بيانگر تجمع ذخيره فوليكولى 
هاي  فوليكول  تجمع  نيز  انسان  كيستيك  پلى  تخمدان  بافت  در  باشد. 
بدوى تا  اوليه  گزارش شده است كه علت آنرا كاهش رشد فوليكولى 

اند (22). دانسته 
به  گرانولوزا  هاي  سلول  در  استروما،  در  آندروژن  رسپتور  وجود 
آنترال  هاي  فوليكول  اوفوروس  كومولوس  در  و  آنتروم  حفره  طرف 
بيان  نيز  ما  مشاهدات  در   .(19) است  شده  گزارش  صحرايى  موش 
هاى  فوليكول  آنتروم  طرف  به  گرانولوزا  هاي  سلول  در   sFRP4

فوليكول  اووفوروس  كومولوس  در   همچنين  و  كيستيك  و  آنترال 
 sFRP4 تواند نشانگر تنظيم بيان هاى آنترال ديده شده است كه مي 

توسط آندروژن ها باشد.
در اين مطالعه مشخص شد كه آپوپتوزيس فوليكول ها در تمامي 
طور به  تستوسترون  با  مدت  دراز  تيمار  در  رشد  و  تكوين  مراحل 

به  وابسته   ،sFRP4 بيان  افزايش  و  يابد  مي  افزايش  داري  معني 
رويدادهاي آپوپتوتيك است. بيان sFRP4 در سلول هاي گرانولوزا 
بوده  آپوپتوزيس  با  مكان  هم  اوسيت  و  اووفوروس  كومولوس  و 
لايه  در   sFRP4بيان و  آپوپتوزيس  مكاني  هم  وليكن  است، 
نشانگر  تواند  مي  كه  است  شده  ديده  پراكنده  طور  به  تك  هاي  سلول 
قسمت  اين  در   Wnt سيگنال دهى  مسير  اختلال  در  پروتئين  اين  نقش 
مسير  آنتاگونيست  عنوان  به  sFRPها  چه  اگر  باشد.   فوليكول 
مسير  اين  مهار  قابليت  تاكنون  اما  اند،  شده  شناخته   Wnt سيگنال دهى 
جديد،  مطالعات  است.  نشده  گزارش   sFRP4 توسط  دهى  سيگنال 
سرطان  از  بعضي  در  اند.  داده  ارائه   sFRP4 براي  را  مختلفي  اثرات 
منجر  آن  بيان  ديگر  برخي  در  و  آپوپتوتيك  آنتي  اثر   sFRP4 ها 
مسير  اختلال  بنابراين   .(9،  8) است  شده  ها  سلول  آپوپتوزيس  به 
كيستيك به علت افزايش بيان  سيگنال دهى Wnt در مدل تخمدان پلى 
مسير  اين  در  دخيل  هاي  مولكول  ديگر  بيان  بررسي  به  نياز   sFRP4

سيگنال دهي دارد.
هايپرآندروژنى در PCOS منجر به تمايز زودرس و توقف رشد 
فوليكولى مى شود (11). اثر تستوسترون نيز در افزايش بيان رسپتورهاي 

جان نثارى و همكاران

247 247      فصلنامه پزشكى ياخته، سال دهم، شماره 4، زمستان 87

فوليكول هاى بدوى

فوليكول هاى اوليه

فوليكول هاى پيش آنترال

فوليكول هاى آنترال

فوليكول هاى كيستيك

اجسام زرد

***A
***B

***A
***B

***A
***B

كنترل يك هفته اى تيمار يك هفته اى كنترل چهار هفته اى تيمار چهار هفته اى

120

100

80

60

40

20

0

sF
R

P
4+

ى 
ها

ول 
يك
ول
د ف

ص
در

فوليكول هاى بدوى
فوليكول هاى اوليه
فوليكول هاى پيش آنترال
فوليكول هاى آنترال

فوليكول هاى كيستيك
اجسام زرد

***A
***B

***A
***B

***A
***B

كنترل يك هفته اى  تيمار يك هفته اى كنترل چهار هفته اى تيمار چهار هفته اى

120

100

80

60

40

20

0

s
F

R
P

4
+ 
ى
ها

ول 
يك
ول
د ف

ص
در



FSH در سلول هاي گرانولوزا و تمايز آنها گزارش شده است (18).
مكاني  هم  مطالعه،  اين  در  شده  انجام  ايمونوهيستوشيميايى  آناليز 
بالقوه اى را بين  sFRP4  و StAR در فوليكول ها و كيست ها نشان 
جوندگان،  تخمدان  در   sFRP4 عملكردهاي  ديگر  از  است.   داده 
نقش آن در تكوين جسم زرد است، چنانچه ريشاردز و همكارانش 
 (23) اند  داده  نشان  لوتئال  هاي  سلول  در  را   sFRP4 بيان  افزايش 
بيان  كاهش  عملكردي،  زرد  جسم  فاقد  موش  مدل  در  همچنين  و 

sFRP4 گزارش شده است (24). 

نتيجه گيرى
بيان افزايش يافته sFRP4  با تستوسترون علاوه بر وابستگى به 
تواند نقش جديد  رويدادهاي آپوپتوتيك در سلول هاي گرانولوزا مي 
در تك  هاي  سلول  استروئيدوژنيك  فعاليت  تنظيم  در  اي  ناشناخته  و 

بررسي  و    sFRP4 نوتركيب  پروتئين  از  استفاده  كند.  ايفا   PCO

بهتر  درك  به  تواند  مي   in vivo يا  و    in vitro مطالعات  در  آن  اثر 
 PCO و ايجاد فنوتيپ  Wnt نقش آن در اختلال مسير سيگنال دهى

كمك كند.
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