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Abstract

According to morphological evidences, primordial germ cells (PGCs) are derived from the caudal
endoderm of the yolk sac and migrate to embryonic gonads. After entering the gonads, first they
differentiate to oogonia and then to oocytes. In the present study, ultrastructure of PGCs, oogonia and
oocytes has been examined. Tissue samples were collected from posterior parts of the yolk sacs of
fetuses in the early stages of development (with age of less than 1 month), and also gonads of fetuses
at later developmental stages (with age of more than 1 month). Samples were studied using
transmission electron microscopy after fixation, washing with buffers, dehydration, embedding and
staining with uranyl acetate and lead citrate. The Results indicated that PGCs were large with oval to
spherical nuclei, reticular chromatin with nucleoli, and there were plenty of glycogen and also
different organelles in their cytoplasm. Oogonia showed active mitotic divisions. These cells had
regular plasma membranes and were observed as cellular clusters with spherical shape, euchromatin
nucleus containing one or more nucleoli, round mitochondria and vacuoles with different sizes in
cytoplasm. Oocytes had larger sizes in comparison with oogonia but didn't show cellular clusters.

Keywords: Ultrastructure, primordial germ cells, oogonia, oocytes, goat, fetus
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چكيده

     طبق شواهد مورفولوژیک، سلول‌های جنسی آغازی از اندودرم خلفی کیسه زرده مشتق شده و به طرف گناد​های رویان مهاجرت می​کنند و بعد از ورود به گنادها، ابتدا به اووگونی​ها و سپس اووسیت​ها تمایز می​یابند. در این مطالعه فراساختار سلول‌های جنسی آغازی، اووگونی​ها و اووسیت​ها در جنین بز مطالعه شده است. به این ترتیب که از  بخش خلفی کیسه زرده جنین​های موجود در مراحل اولیه رشد و نمو (سن زیر 1 ماه) و همچنین از گنادهای جنینهای با سنین بیشتر (سن بیش از 1 ماه) نمونه​های بافتی تهیه و بعد از ثبوت، شستشو با بافر، آب‌گیری و آغشتگی، با استات‌اورانیل و سیترات‌سرب رنگ‌آمیزی شده و توسط میکروسکوپ الکترونی انتقالی مطالعه شدند. نتایج نشان داد که سلول‌های جنسی آغازی دارای اندازه بزرگ، هسته بیضی تا کروی و کروماتین مشبک و هستک هستند و در سیتوپلاسم آن‌ها ذرات فراوان گلیکوژن و اندامک​های مختلف وجود دارد. اووگونی​ها دارای تقسیمات میتوزی فعال بودند. این سلول‌ها دارای غشاء سلولی منظم بوده و به صورت توده​های سلولی مشاهده شدند و شکل کروی و دارای هسته یوکروماتین حاوی یک یا چند هستک، میتوکندری​هایی به شکل کروی و واکوئل​هایی با اندازه‌های مختلف در سیتوپلاسم بودند. اووسیت​ها اندازه بزرگ​تری نسبت به اووگونی​ها داشتند و برخلاف اووگونی​ها فاقد حالت توده​ای بودند.

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1387، دوره 2، شماره 4، 308-301. 


 کلمات کليدی: فراساختار، سلول‌هاي جنسي آغازي، اووگوني، اووسيت، جنين بز

مقدمه

     احتمالاً بز یکی از اولین نشخوارکنندگانی است که اهلی شده است و مدارک باستان شناسی حاکی از همراهی طولانی مدت انسان و بز می​باشد که به 10000 سال می​رسد (13). تخمین زده می​شود که تعداد کل بزها در جهان حدود 500 میلیون رأس بوده و تقریباً یک سوم تعداد گاوها و گوسفندهای دنیا می‌باشد (3). 5/56 درصد بزهای جهان در آسیا می​باشند به طوری که 94 درصد از این تعداد در کشورهای در حال توسعه هستند (20). در ایران بز تقریباً در تمام مناطق روستایی به علت انطباق با شرایط مختلف اقلیمی به صورت سنتی پرورش و نگهداری می​شود و  محصولاتی نظیر گوشت، شیر، کشمیر و  موهر از آن به دست می​آید (2، 3، 20). 


لذا با در نظر گرفتن اهمیت بز به‌ویژه در کشورهای در حال توسعه و با عنایت بر این‌که در مقایسه با دیگر دام​های اهلی، توجه کافی به آن نشده است، انجام تحقیقات مختلف در خصوص جنبه​های گوناگون بیولوژیک این دام با ارزش ضروری به نظر می​رسد.


رده سلول‌های جنسی (Germ cell line) موجود در تخمدان و بیضه، در مراحل اولیه رشد و نمو، تحت عنوان سلول‌های جنسی آغازی می​باشند. طبق شواهد مورفولوژیک مشخص شده است که این سلول‌ها در پستانداران از اندودرم دیواره خلفی کیسه زرده و نزدیک آلانتوئیس مشتق می​شوند (17). سلول‌های فوق سپس به طرف گنادهای رویان مهاجرت کرده و وارد آن‌ها می​شوند و بعد از تکثیر، ابتدا به اووگونی​ها و سپس اووسیت​ها متمایز می​شوند (1). خصوصیات فراساختاری (Ultrastructural) سلول‌های جنسی در مراحل مختلف رشد و تمایز در جنین بعضی از پستانداران مثل موش (14)، رت (8)، خوک (18)، انسان (10) و هم‌چنین جنین پرندگان (9) مطالعه شده است اما در حیوانات اهلی از جمله بز اطلاعاتی در این زمینه وجود ندارد. 


با توجه به اهمیت بررسی جنبه​های گوناگون تولید مثل در دام‌های اهلی، مطالعه حاضر به منظور بررسی ویژگی​های فراساختاری سلول‌های جنسی آغازی، اووگونی​ها و اووسیت​ها در زمان تکامل تخمدان و در مراحل ابتدایی رشد و نمو جنینی بز انجام گرفت.

 مواد و روش‌كار

     به منظور بررسی فراساختار سلول‌های جنسی آغازی، از جنین​هایی که در مراحل اولیه رشد و نمو بودند استفاده گردید. به این ترتیب که بعد از خارج کردن جنین​ها از رحم​های جمع‌آوری شده از کشتارگاه و جدا نمودن غشاهای جنینی، سن تقریبی آن‌ها با استفاده از فرمول تخمین سن ارائه شده توسط Gall و همکاران (1994) (Y=2.74X+30.15، Y: سن جنین به روز و X: طول فرق سر تا ریشه دم) محاسبه شد و در 5 جنین با سن کمتر از یک ماه از بخش خلفی کیسه زرده که قابل رؤیت بود، نمونه​های بافتی با طول و عرض و ضخامت 5/0 میلی‌متر تهیه گردید. در 10 جنین ماده با سن بیشتر از ‌1 ماه تا زمان تمایز اووگونی‌ها به اووسیت‌ها، بعد از گشودن دیواره شکمی، از گنادها (هم در مرحله ستيغ تناسلی و هم در حالت تمایز یافته به تخمدان) هم نمونه​هایی به طول و عرض و ضخامت 5/0 میلی‌متر تهیه شد. جهت ثبوت بافتی، نمونه​ها به مدت 24 ساعت در شرایط یخچال و در محلول گلوتارآلدئید 4 درصد با 4/7 pH= نگهداری شدند. نمونه​ها سپس از محلول فوق خارج شده و در محلول گلوتارآلدئید 5/2 درصد به مدت 2 ساعت قرار داده شدند. در مرحله بعد، سه بار و هر بار به مدت 5 دقیقه با محلول فسفات بافر شستشو شدند. ثبوت ثانویه نمونه​ها در محلول تتروکسید اسمیوم 1 درصد به مدت 4 ساعت و در یخچال انجام گرفت و سپس دوباره با بافر شستشو شدند. مرحله آب‌گیری نمونه​ها با استفاده از استن و با غلظت‌های 70، 80، 90 و 96 و دو ظرف حاوی استن 100 درصد که در هر کدام 1 ساعت قرار می​گرفت انجام شد. آغشتگی نمونه​ها توسط مخلوط رزین و استن به نسبت 1:1 و به مدت 1 ساعت و سپس رزین خالص صورت گرفت. قالب‌گیری نمونه​ها در کپسول​های مخصوص و با استفاده از رزین انجام گرفت و توسط دستگاه اولترا‌میکروتوم برش​های نازک 70-60 نانومتری تهیه گردید. در نهایت بعد از رنگ‌آمیزی نمونه​ها با استات اورانیل و سیترات سرب، توسط میکروسکوپ الکترونی انتقالی مدل Philips Biotwin 1100  و میکروولت 75، میکروگراف​های الکترونی لازم تهیه شدند (5). 


نتايج

     یافته​ها نشان داد که سلول‌های جنسی آغازی که از اندودرم جدا شده و وارد مزانشیم زیرین می​شوند، دارای اندازه بزرگی بوده و از سلول‌های مزانشیمی مجاور قابل تمایز می​باشند. هسته آن‌ها بیضی تا کروی بوده و دارای کروماتین مشبک و هستک‌های مشخص هستند به طوری که هسته بخش اعظم سلول را اشغال می​کند (نگاره 1). در سیتوپلاسم که رنگ روشنی داشت، ذرات فراوان گلیکوژن که به صورت تجمعاتی در قسمت​های مختلف سیتوپلاسم وجود داشتند به همراه قطرات متعدد چربی، ریبوزوم​ها، میتوکندری​ها، دستگاه گلژی، شبکه اندوپلاسمی، میکروتوبول​ها و میکروفیلامنت​ها مشاهده شدند (نگاره‌هاي 2 و 3). محدوده سیتوپلاسمی این سلول‌ها نامنظم بوده و به علت وجود پاهای کاذب متعدد، آمیبی شکل بودند.


در جنین​های با سن بیشتر از یک ماه و در بررسی ستيغ تناسلی و تخمدان​ها، مشخص شد که بعد از تمایز سلول‌های جنسی آغازی به اووگونی​ها، سلول‌های اخیر به طور فعال دارای تقسیمات میتوزی هستند. این سلول‌ها غشاء سلولی منظم و صافی داشتند و به صورت توده​هایی در حال تقسیم (آشیانه​های سلولی) مشاهده شدند. اووگونی​ها با توجه به دارا بودن شکل کروی، هسته یوکروماتین با موقعیت مرکزی و وزیکولی حاوی یک یا چند هستک از سلول‌های سوماتیک که هسته​هایی با اشکال مختلف و بعضاً حاوی کروماتین متراکم داشتند، قابل تشخیص بودند (نگاره 4). در سیتوپلاسم اووگونی​ها تعداد زیادی میتوکندری با اشکال کروی (نگاره 5) و هم‌چنین شبکه اندوپلاسمیک خشن و ریبوزوم​های فراوان مشاهده شد در حالی که شبکه گلژی زیاد مشخص نبود و تعداد کمی قطرات چربی وجود داشت (نگاره‌ هاي 6 و 7). هم‌چنین واکوئل​هایی با اندازه​های مختلف در سیتوپلاسم وجود داشت و میکروتوبول‌ها و میکروفیلامنت​ها عمدتاً در زیر غشاء سلولی مشاهده شدند. اووسیت​ها که با افزایش سن جنین و تمایز سلول‌های فولیکولی و آغاز تقسیم میوز قابل تشخیص بودند، اندازه بزرگتری نسبت به سلول‌های اووگونی داشتند. برخلاف اووگونی​ها، اشکال میتوزی و تشکیل آشیانه سلولی در سلول‌های اووسیت​ مشاهده نشد. تعداد  میتوکندری​ها در اووسیت​ها نسبت به اووگونی​ها بیشتر بوده و هم‌چنین واکوئل‌های بیشتری با اندازه​های مختلف در سیتوپلاسم سلول‌های اووسیت مشاهده گردید (نگاره‌ هاي 8، 9 و 10).
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نگاره1-  سلول جنسي آغازي با اندازه بزرگ و هسته كروي حاوي چند هستك (فلش) قابل مشاهده مي‌باشد (استات اورانيل و سيترات سرب، 1850×)
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نگاره2-  سيتوپلاسم سلول جنسي آغازي حاوي قطرات چربي فراوان (فلش) (استات اورانيل و سيترات سرب، 3400×).
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نگاره3-  دانه‌هاي گليكوژن (فلش ) در سيتوپلاسم سلول جنسي آغازي (استات اورانيل و سيترات سرب، 7400×).
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نگاره4-  سلول اووگوني با شكل كروي، هسته يوكروماتين داراي دو هستك مشخص در تخمدان جنين با mm 42= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 2500×).
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نگاره5-  ميتوكندري‌هاي كروي (فلش) در سيتوپلاسم سلول اووگوني در تخمدان جنين با mm 74= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 4200×).
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نگاره6-  واكوئل (فلش ) به رنگ روشن و قطره چربي (سر فلش) به رنگ تيره در سيتوپلاسم سلول اووگوني در تخمدان جنين با mm 74= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 13500×).
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  نگاره7-  شبكه اندوپلاسميك خشن (فلش) به طور گسترده در سيتوپلاسم سلول اووگوني در تخمدان جنين با mm 42= CRL (7400×) مشاهده مي‌شود. يك قطره چربي (سرفلش) نيز در تصوير مشخص است.
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نگاره8-  سلول اووسيت در تخمدان جنين با mm 270= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 560×). در اين سلول هسته‌اي كروي با هستك و قطرات چربي در سيتوپلاسم، سلول‌هاي گرانولوزا (سرفلش) در اطراف اووسيت (O) مشاهده مي‌شوند.
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نگاره9- تعداد زيادي ميتوكندري (فلش) در سيتوپلاسم اووسيت در تخمدان جنين با mm 270= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 2500×) مشاهده مي‌شود.
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نگاره10- واكوئل‌هاي متعدد (فلش) در سيتوپلاسم سلول اووسيت در تخمدان جنين با mm 270= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 3400×).

بحث و نتيجه‌گيري
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در این مطالعه، فراساختار سلول‌های جنسی آغازی فقط در مرحله​ای انجام گرفت که این سلول‌ها از اپی‌تلیوم کیسه زرده در حال جدا شدن بوده و در مزانشیم زیرین قرار داشتند. در بررسی حاضر مشخص شد که سلول‌های جنسی آغازی دارای اندازه بزرگ، هسته درشت و بیضی تا کروی حاوی کروماتین مشبک و هستک​های واضح، وجود ذرات متعدد گلیکوژن و قطرات چربی در سیتوپلاسم به همراه ریبوزوم​ها، شبکه اندوپلاسمیک خشن، شبکه گلژی و تعداد زیادی میتوکندری  می​باشند.


نتایج مشابهی در مطالعه بر روی موش توسط Jeon و Kennedy (1973) (14)، Spiegelman و Bennet (1973) (21)، Zamboni و Merchant (1973) (22)، در رت توسط Eddy و Clark (1975) (8)، در خوک توسط Pelliniemi (1976) (18)، جوجه توسط Fujimoto و همکاران (1975) (9) و انسان توسط Fujimoto و همکاران (1977) (10) و Motta و همکاران (1997) به‌دست آمده است (17).


با این وجود تفاوت​های ساختاری در این سلول‌ها و در آمنیونداران مختلف وجود دارد. سلول‌های جنسی آغازی در جوندگان دارای گلیکوژن و چربی کمی می​باشند اما تعداد ریبوزوم​های آن زیاد است ولی در انسان و جوجه سلول‌های جنسی آغازی مقدار زیادی گلیکوژن و چربی و نیز ریبوزوم‌های متعدد دارند (10).


در مورد وجود مقدار زیادی گلیکوژن در این سلول‌ها، Clawson و Domm (1963) اظهار داشته​اند که این ماده به عنوان منبع انرژی لازم در زمان مهاجرت سلول‌های جنسی آغازی در جوجه عمل می‌نماید (7). Fujimoto و همکاران (1977) همین نظریه را در مورد سلول‌های جنسی آغازی انسان ارائه نموده​اند (10).


در بررسی حاضر مشخص گردید که شکل سلول‌های جنسی آغازی آمبوئید و بزرگ بوده و دارای پاهای کاذب متعدد می‌باشند. Fujimoto و همکاران (1977) (10) و Motta و همکاران نیز در انسان گزارش مشابهی ارائه کرده​اند (17). هم‌چنین در موش و جوجه همین ویژگی مشاهده شده است (10 و 22). 


در بررسی فراساختار  سلول‌های جنسی آغازی،  Fujimotoو همکاران (1977) مشاهده کرده​اند که گاهاً در سیتوپلاسم این سلول‌ها، میکروتوبول‌ها و میکروفیلامنت​ها وجود دارند. این ساختارها امکان دارد در تغییر شکل و ایجاد پاهای کاذب در زمان مهاجرت نقش داشته باشند. بنابراین نتیجه گرفته می​شود که حرکت آمبوئید، حداقل مکانیسم مهمی در مهاجرت سلول‌های جنسی آغازی می​باشد (10). با این وجود، Jeon و Kennedy (1973) اظهار داشته​اند که در موش حرکات آمبوئید سلول‌های جنسی آغازی سؤال برانگیز است، چرا که در تعداد کمی از سلول‌های جنسی آغازی پاهای کاذب مشاهده شده است. همین محققین معتقدند که سلول‌های جنسی آغازی به طور غیرفعال و به دنبال حرکت مورفوژنتیک اندودرم کیسه زرده که برای تشکیل روده می​باشد، مهاجرت می​کنند و پاهای کاذب احتمالاً در نتیجه این حرکت به وجود می​آیند (14). ولی  Fujimotoو همکاران (1977) معتقدند که این حرکت مورفوژنتیک ممکن است فقط در مرحله​ای که آن‌ها از اپی‌تلیوم روده جدا می​شوند، نقش داشته باشد (10).
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Abstract


     According to morphological evidences, primordial germ cells (PGCs) are derived from the caudal endoderm of the yolk sac and migrate to embryonic gonads. After entering the gonads, first they differentiate to oogonia and then to oocytes. In the present study, ultrastructure of PGCs, oogonia and oocytes has been examined. Tissue samples were collected from posterior parts of the yolk sacs of fetuses in the early stages of development (with age of less than 1 month), and also gonads of fetuses at later developmental stages (with age of more than 1 month). Samples were studied using transmission electron microscopy after fixation, washing with buffers, dehydration, embedding and staining with uranyl acetate and lead citrate. The Results indicated that PGCs were large with oval to spherical nuclei, reticular chromatin with nucleoli, and there were plenty of glycogen and also different organelles in their cytoplasm. Oogonia showed active mitotic divisions. These cells had regular plasma membranes and were observed as cellular clusters with spherical shape, euchromatin nucleus containing one or more nucleoli, round mitochondria and vacuoles with different sizes in cytoplasm. Oocytes had larger sizes in comparison with oogonia but didn't show cellular clusters.


Keywords: Ultrastructure, primordial germ cells, oogonia, oocytes, goat, fetus







































































































































18

301



