
 

   

اثر استرادیول 17- بتا بر بیان ژن آنزیم های استروژنیك 
و پروژستاژنیك در سلول های گرانولوزا گاوي در شرایط 
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چکید ه 
هدف از مطالعه حاضر بررسی تاثیر استرادیول 17- بتا بر بیان نسبی ژن های گیرنده FSH (FSHR)، گیرنده LH (LHR)و آنزیم های 
اس�تروژنیك و پروژس�تاژنیك (Progestagenic) در س�لول های گرانولوزای کش�ت داده ش�ده گاو هلش�تاین ب�ود. به طور خلاصه، 
فولیکول های دو تا پنج میلی متری از تخمدان گاوهای بالغ از کش�تارگاه جمع آوری ش�دند، پس از جدا کردن س�لول های گرانولوزا در 
محیط DMEM/F12 به مدت شش روز در در پلیت هایی 24 تایی کشت داده شدند و به منظور شمارش تعداد سلول ها از رنگ تریپان 
 ml 500 محیط کشت، 2( 500 هزار سلول گرانولوزا در ml بلو 0/4 درصد اس�تفاده ش�د. تیمارها شامل 1( 500 هزار س�لول گرانولوزا در
 ml 500 محیط کش�ت و اس�ترادیول 17- بتا و 4( 500 هزار سلول گرانولوزا در ml 200 محیط کش�ت، 3( 500 هزار س�لول گرانولوزا در
200 محیط کشت و استرادیول 17- بتا بودند. برای اندازه گیری استرادیول 17- بتا محیط های کشت در روز شش جمع آوری شدند بر 
اساس روش رادیوایمونواسی )RIA(، غلظت استرادیول 17- بتا اندازه گیری شد. سلول ها بوسیله ترایزول جمع آوری شدند و تا زمان 
اس�تخراج RNA در 80- درجه س�انتیگراد نگهداری ش�دند. داده ها با اس�تفاده از نرم افزار JMP مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. 
نتایج نشان داد افزودن استرادیول 17- بتا به محیط کشت سلول های گرانولوزای گاو، از یك سو با افزایش بیان ژن آنزیم های کلیدی 
در تبدیل اندروژن به استرادیول 17- بتا )آنزیم های استروژنیك( غلظت استرادیول 17- بتا تولید شده به وسیله سلول های گرانولوزا 
را افزایش داد. از س�وی دیگر مس�یر س�اخت پرژوس�ترون را با کاهش بیان ژن آنزیم های کلیدی در تبدیل کلسترول به پروژسترون 

)آنزیم های پروژستاژنیك( مهار کرد و در نهایت سبب کاهش لوتئینه شدن و بهبود سلامت فولیکول شد.
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The objective of this study was to determine the effect of estradiol on mRNA levels encoding FSH receptor (FSHR), 
LH receptor (LHR), estrogenic and progestagenic enzymes. Briefly, follicles between 2 and 5 mm diameter were dis-
sected from the ovaries of adult cows collected from a local abattoir, cells were collected by rinsing the follicle walls 
with Dulbecco Modified Eagle medium/F12 )DMEM/F12). A viable cell count was performed in the presence of 0.4 
% Trypan Blue and were cultured in 24-well plates for 6 days. Treatments were 1) 500,000 cell/500 ml, 2) 500,000 
cell/200 ml, 3) 500,000 cell/500 ml and estradiol 4) 500,000 cell/ 200 ml and estradiol. To measure steroid secretion, 
the medium was removed for steroid assay on day 6 and measured by RIA. To measure mRNA abundance, cells were 
collected into Trizol and stored at −80 °C until RNA extraction. All data were analyzed by JMP (SAS). Results showed 
that addition of estradiol to granulosa cell culture medium was stimulated the E2 synthesis in granulosa cells by increas-
ing key enzymes involved in the conversion of androgens to E217β  (estrogenic enzyme) and also inhibited the proges-
tin synthetic pathway by decreasing mRNA level of progestagenic enzyme involved in the conversion of cholesterol to 
P4 and finally decreasing luteinization and improve follicle healthy  or oocyte developmental competence. 

Key words: Granulosa cell, cell culture, Estradiol, cow. 

مقدمه
تحريك فوليکول ه��ا در اثر تراوش گونادوتروپين ها س��بب افزايش دو 
هورمون استروئيدی كليدی مرتبط با تکامل فوليکول يعنی استراديول 17- 
بتا و پروژس��ترون می شود )11 ، 13(. اس��تراديول 17- بتا به وسيله سلول 
گرانولوزا توليد شده و برای رشد سلول گرانولوزا، مهار مرگ سلولی و تنظيم 
بازخ��ورد مثبت و منفی بر محور هيپوتالاموس- هيپوفيز- تخمدان بس��يار 
مهم است. س��لول های گرانولوزا و تيکا با همکاری هم، استروژن ها را توليد 
می كنند )19(. س��لول های تيکا، آنزيم های ضروری برای تبديل كلسترول 
ب��ه آندروژن ها را بيان می كنن��د، اما فاقد آنزيم های ض��روری برای تبديل 
آندروژن ها به اس��تراديول هستند. برعکس، سلول های گرانولوزا پروژسترون 
توليد می كنند اما قادر به تبديل پرگنی نولون يا پروژس��ترون به آندروژن ها 
نيستند. به هرحال، سلول های گرانولوزا می توانند آندروژن ها را به استرادايول 
17- بتا تبديل كنند. پس، آندروژن های توليد شده توسط سلول های تيکا، 

توسط سلول های گرانولوزا به استرادايول آرومانيزه می شوند )12(.
در نش��خواركنندگان و انس��ان تحريك گونادوتروپينی استراديول 17- 
بت��ا نيازمند LH )برای تحريك س��لول های تيکا در جه��ت توليد اندروژن( 
و FSH )برای تبديل اندروس��تنديون به اس��ترادايول 17- بتا( اس��ت )8(. 
اندروس��تندايون بوس��يله آنزيم CYP19 به اس��ترون تبديل شده و سپس 
تح��ت تأثير 17βHSD به اس��ترادايول تبديل می ش��ود. س��لول گرانولوزا 

همچنين پروژس��ترون توليد می كند كه برای تحريك تخمك ريزی لازم اس��ت 
)5 ، 19(. توليد پروژس��ترون نيازمند تبديل كلس��ترول به پرگننولون است كه 
بوس��يله آنزيم CYP11A1 صورت می گيرد و به دنبال آن پرگنی نولون تحت 
تأثير آنزيم 3βHSD به پروژس��ترون تبديل می شود )14و 17(. در شرايط 
درون تنی، بس��ياری از ژن های آنزيم های اس��تروژنيك در س��لول گرانولوزا 
فوليکول های آنتروم دار كوچك گاوی )0/4 تا 4 ميلی متر( بيان نمی ش��وند 
)1(. در س��لول گرانول��وزا بيان ژن CYP19 و CYP11A1 در طی رش��د 

فوليکولی افزايش می يابد )2(.
اس��تراديول 17- بتا به عنوان يك ميتوژن حائز اهميت اس��ت و تقسيم 
سلول های گرانولوزا را تحريك می كند. غليان پيش از تخمك ريزی LH، منجر 
به لوتئينه شدن سلول های گرانولوزا و تيکا می شود و مسير استروئيدسازی 
را تغيير می دهد، يعنی پروژس��ترون هورمون استروئيدی توليد شده توسط 
هر يك از اين س��لول ها، بعد از لوتئينه ش��دن اس��ت )15، 17(. تمايز در 
سلول هايی كه قادر به توليد مقادير زياد پروژسترون هستند توسط افزايش 
-C  بيان آنزيم های ضروری برای تبديل كلس��ترول به پروژسترون، يعنی

P11A1 و كاهش بيان آنزيم هايی كه پروژس��ترون را به استروژن ها تبديل 
می كنن��د، يعنی 17βHSD و CYP19، انجام می ش��ود )15(. با توجه به 
موارد گفته شده هدف از مطالعه حاضر بررسی اثر استراديول در كشت شش 
 ،FSHR،LHR روزه سلول های گرانولوزا بر غلظت استراديول، بيان ژن های

اثر استرادیول 17- بتا بر بیان ژن آنزیم هاي ...
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آنزيم های اس��تروژنيك )17βHSD ،CYP19( و آنزيم های پروژستاژنيك 
)CYP11A1 و StAR( بود.

مواد و روش ها
کشت سلول

تخمدان گاوهای بالغ از كش��تارگاه جم��ع آوری گرديد و در محلول
PBS، پنی سيلين )U/ml 100( و استرپتومايسين )μg/ml 100( و در 
دمای 35 درجه س��انتيگراد به آزمايشگاه منتقل شد. سپس سلول های 
گرانولوزا بر اساس روش Gutierrez و همکاران )9( و بر مبنای انتخاب 
فوليکول هايی با فنوتيپ اس��تروژنی با حداقل لوتئينه شدن  كشت داده 
ش��دند )15(. كليه مواد به جز آن هايی كه در متن اش��اره ش��ده است از 
ش��ركت اينويتروژن )برلينگتون، انتاريو، كانادا( خريداری ش��دند. به طور 
خلاصه برای كشت سلول ها، فوليکول های 2-5 ميلی متری گاوهای بالغ  
 DMEM/F12 زي��ر هود  قطعه قطعه ش��ده و س��پس در محيط كش��ت 
)Medium Nutrient Mixture F-12 Dulbecco Modifeid Eagle(، س��لول ها 
جدا و فيلتر گرديد. محيط كشت پايه برای سلول ها DMEM/F12 بوده كه 
به آن بی كربنات سديم )10Mm(، سلنيت سديم )4ng/ml(، آلبومين سرم 
 ،)100 μg/ml( استرپتومايس��ين ،)100U/ml( پنی س��يلين ،)گاوی )%10
 ،)1/1 mM( تركيب اسيدهای آمينه غير ضروری ،)2/5μg/ml( ترانس��فرين
فانگيزون )mg/ml 1( و اندروس��تندايون )M 7-10(  اضافه گرديد. پس از 
س��ه مرحله سانتريفيوژ و دور ريختن سطح بالايی، به رسوب پايين لوله كه 
حاوی سلول ها بود  ml 10 محيط كشت DMEM/F12 پايه اضافه گرديد 
)4( و س��پس با اس��تفاده از تريپان  بلو 0/4 درصد تعداد سلول ها شمارش 
ش��دند و در پلت 24 تايی )4×6( در چهار تيمار قرار گرفتند. تيمارها شامل 
1( 500 هزار س��لول در mL 500 محيط كش��ت، 2( 500 هزار س��لول در 
mL 200 ميلی ليتر محيط كشت، 3( 500 هزار سلول در mL 500  محيط 
كش��ت و افزودن اس��تراديول 17- بت��ا از روز دوم كش��ت  و 4( 500 هزار 
س��لول در mL 200 محيط كشت و افزودن اس��تراديول از روز دوم كشت. 
پليت ها درون انکوباتور، با پنچ درصد دی اكس��يد كربن در دمای 37 درجه 
سانتی گراد با بيشينه رطوبت نسبی )98 درصد( برای شش روز كشت داده 
شدند و هر يك روز در ميان μl 700 از محيط كشت با محيط كشت جديد 
جايگزين گرديد. در روزهای صفر، دوم و چهارم به تمامی تيمارها انس��ولين 
گاوی اضافه شد. علاوه بر آن جهت رشد سلول ها، در روزهای دوم و چهارم 
هورمون FSH گاوی )ng/ml 1( به محيط كش��ت اضافه ش��د. در تيمارهای 

 ng/ml )حاوی استراديول 17- بتا برای چهار روز پياپی )از روز دوم تا ششم
10 استراديول به محيط كشت اضافه گرديد. كشت فوق با شرايط مشابه در 

سه هفته متوالی تکرار گرديد.

Real-Time RT-PCR و RNA استخراج
اس��تخراج RNA با اس��تفاده از ترايزول و برمبنای دستورالعمل شركت 
س��ازنده صورت گرفت. به منظور رفع آلودگی ناش��ی از وجود DNA، ابتدا 
يك واحد DNase به RNA اضافه گرديد و در دمای 35 درجه س��انتيگراد 
برای پنج دقيقه انکوبه ش��د سپس به مدت س��ه دقيقه در دمای 65 درجه 
 ،)1mmol/L)  dT س��پس در حضور اليگ��و RNA .س��انتيگراد انکوبه ش��د
امنيوس��کريپتاز )4 واح��د، كي��اژن(، 0/25mmol/L)  dNTP(، مهار كننده 
RNase )19/33 واح��د( در حج��مµl 20 در دمای 37 درجه س��انتيگراد 
به مدت 1 س��اعت و س��پس برای 5 دقيقه در 95 درجه س��انتيگراد انکوبه 
  Quantifast Revears-Transcriptaseاز كيت cDNA ش��د. برای تهيه
شركت كياژن استفاده شد. براساس پروتکل مربوطه، پس از افزودن محلول

gDNA  به محلول RNA اس��تخراج ش��ده، نمونه ها به مدت 2 دقيقه در 
دمای 42 درجه س��انتيگراد قرار داده ش��د. لازم به ذكر است كه حجم كل 
در اي��ن مرحل��ه μL 14 بود. مس��تر ميک��س RT كه ش��امل μL 1 آنزيم 
نس��خه بردار معک��وس، پيش مخلوطی با  μL 4باف��ر QRT و μL 1 آغازگر 
RT بود تهيه ش��د. به μL 6 از مس��تر ميکس حاص��ل،  μL 14 از محلول 
peQLab pri-(اضافه ش��د. سپس نمونه ها با استفاده از ترموسايکلر RNA

mus25( ب��ه م��دت 20 دقيقه در دمای 42 درجه س��انتيگراد و پس از آن 
  cDNA.به مدت 3 دقيقه در دمای  95 درجه س��انتيگراد قرار داده ش��دند
حاص��ل پ��س از اتمام كارها و حل نمودن آن در آب بدون يون و اس��تريل، 
در دمای 70- درجه سانتيگراد تا انجام مراحل بعدی آزمايش نگهداری شد. 
 آغازگرهای مورد استفاده برای اطمينان از تکثير با استفاده از يك cDNA و

)Real-time PCR (Applied Biosystems, ABI Prism7300 آزمايش 
 QuantiFast SYBR ش��دند. با اس��تفاده از آغازگرهای اختصاصی و كيت
Green PCR شركت )كياژن( واكنش های Real Time PCR انجام شدند. 
پ��س از تايي��د توالی و صحت ط��ول قطعه توليدی با اس��تفاده از اطلاعات 
موجود در بانك ژن NCBI، آغازگرهای مورد نظر س��اخته ش��دند )جدول 
1(. برای استفاده بهينه از كيت، واكنش ها برای حجم µl 25 تنظيم شدند 
)مس��ترميکس س��ايبرگرين µl 12/5 ؛ جفت آغازگ��ر اختصاصی  µl 1+1؛ 

 .)9/5 µl آب دوبار تقطير شده ، cDNA، µl1

 )Reverse )5-3( Forward )5-3ژن

H2AFZTTGTGGTGGCTCTCAGTCTTCGAGGAGCTGAACAAGCTGTTG

17βHSDCAGCGTGGCATACACTTTGAATGTGGTACTCATTACCGGCTGTT
CYP19GAAAAATTAGAAAATCCCCAAAAAAATGTATTTGGCTTCG
FSHRGTTCCTCACCGTGAGGTAGATGTAGCCCCTTGTCACAACTCTATGTC
StARTGC GAG AGG ACC TGG TTG ATCCC AGC AGA AGG GTG TCA TC

CYP11A1GTAGGATCCCTCGAACTTGAAGAACAGGGAGAAGCTTGGCAATT
LHRTTGGGTAAGCAGAAACCATAGTCAGCACAGCAAGGAGACCAAATAA

Real Time PCR جدول 1. آغازگرهای استفاده شده در واکنش های
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برای به دس��ت آوردن بهترين چرخه حرارتی، نخست از PCR معمولی 
استفاده ش��د و پس از تنظيم كردن شرايط از Real-Time PCR استفاده 
شد. در انتهای PCR، عمل گسستن رشته های DNA و ايجاد منحنی ذوب 
به وسيله حرارت دادن آهسته نمونه ها از 72 تا 95  درجه سانتی گراد و ثبت 
مس��تمر كاهش در فلورس��نس در نتيجه افتراق دو رشته DNA انجام شد. 
چرخه آس��تانه )CT( كه در آن افزايش فلورسنس ثبت شده در حد بيشتر 
از خط پايه برای اولين بار قابل تش��خيص می شود، برای هر يك از نمونه ها 
 CT و انحراف PCR ژن ها بر اساس بازدهی mRNA تعيين شد. س��طوح
 mRNA.2 برآورد شد-ΔΔCT يك نمونه ناش��ناخته نسبت به كنترل با روش
یِ H2AFZ  به عنوان ژن مرجع مورد استفاده قرار گرفت )راهنمای شركت 

ABI، ليواک، 2003(. كليه نمونه ها با سه تکرار استفاده شدند. 

اندازه گیری استرادیول
جهت اندازه گيری غلظت اس��تراديول در روزهای چهارم تا شش��م؛ 70 
درصد محيط كش��ت جمع آوری، و با محيط كشت جديد جايگزين گرديد، 
و در روز شش��م كل محيط كش��ت جمع آوری گرديد. غلظت استراديول در 
نمونه ها بر اساس روش RIA )4( و با دو تکرار برای هر نمونه انجام گرفت. 

حساسيت استراديول 10pg/mL بود.

تجزیه و تحلیل آماری
برای نرمال كردن داده های حاصل از بيان ژن از لگاريتم گيری استفاده شد. 
سپس با استفاده از نرم افزار JMP آناليز واريانس انجام گرديد، به طوری كه اثر 
حيوان به عنوان اثرثابت و تکرار كشت )هر هفته( به عنوان اثر تصادفی در تست 

F در نظر گرفته شد. مقايسه ميانگين ها با آزمون توكی انجام گرديد.
 

نتایج
همانطور كه در نگاره يك مش��اهده می ش��ود افزايش تراكم سلول های 
گرانولوزا باعث كاهش تراوش اس��تراديول در محيط كشت شد. نتايج نشان 
داد در شرايطی كه تعداد سلول ها ثابت باشد كاهش محيط كشت )افزايش 
تراكم( س��بب كاهش غلظت اس��تراديول می گردد. افزودن اس��تراديول نيز 
س��بب افزايش غلظت اس��تراديول ش��د. كاهش تراوش اس��تراديول كه  با 
 FSHR، افزايش تراكم سلول های گرانولوزا همراه بود با كاهش بيان نسبی
17βHSD ،CYP19 و افزايش بيان نس��بی LHR و بيان نسبی آنزيم های 
CYP11A1 و StAR در ارتب��اط بود. از س��وی ديگر، افزودن اس��تراديول 
 ،CYP19 و بيان نس��بی آنزيم های ،FSHR س��بب افزاي��ش بيان نس��بی
17βHSD و همچني��ن س��بب كاهش بيان نس��بی LHR و بيان نس��بی  

آنزيم های CYP11A1 و StAR شد.

نمودار 1- غلظت استرادیول 17- بتا
1( 500 هزار سلول در mL 500 محیط کشت، 2( 500 هزار سلول در mL 200 میلی لیتر محیط کشت، 3( 500 هزار سلول در 

mL 500  محیط کشت و استرادیول17- بتا و 4( 500 هزار سلول در mL 200 محیط کشت و استرادیول17- بتا
.)P>0/05( میانگین هایی که حرف مشترک انگلیسی ندارند، دارای اختلاف معنی دارند )a, b, c, d
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نمودار 2:  بیان نسبی ژن های LHR، FSHR، آنزیم های استروژنیك و پروژستاژنیك
  500 mL 200 میلی لیتر محیط کش�ت، 3( 500 هزار سلول در mL 500 محیط کش�ت، 2( 500 هزار س�لول در mL 1( 500 هزار س�لول در

محیط کشت و استرادیول 17- بتا و 4( 500 هزار سلول در mL 200 محیط کشت و استرادیول17- بتا
)P>0/05( میانگین هایی که حرف مشترک انگلیسی ندارند، دارای اختلاف معنی دارند )a, b, c, d 
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بحث
تنظيم توليد اس��تراديول 17- بتا و پروژسترون در سلول گرانولوزا برای 
رشد فوليکول بسيار ضروری است. ساخت استراديول 17- بتا از آندروژن ها 
نيازمند آروماتيزاس��يون آندروژن ها به وسيله آنزيم CYP19 است. استفاده 
 17BHSD و CYP19 سبب افزايش تراوش استراديول و بيان ژن FSH از
می شود )15، 20(. همانطور كه انتظار می رفت در مطالعه حاضر نيز استفاده 
از استراديول 17- بتا سبب افزايش بيان نسبی ژن CYP19 و به دنبال آن 
افزايش غلظت استراديول 17- بتا گرديد. آنزيم 17BHSD كه برای تبديل 
آندروژن به اس��تراديول 17- بتا ضروری است در مطالعه حاضر تحت تاثير 
تيمار اس��تراديول 17- بتا افزايش يافت و اثرات مهار كنندگی افزايش تراكم 

سلول را از بين برد. 
در ش��رايط درون تنی، فراوان��ی mRNA CYP19  بين روزهای دوم 
و چهارم بعد از پديدار ش��دن موج فوليکولی افزايش نش��ان می دهد ولی در 
بين روزهای چهارم تا شش��م افزايش بيشتری نشان داده و در همان سطح 
 CYP19 1997( گزارش كردند بيان( و همکاران Bao .)18( باقی می ماند
در فوليکول ه��ای با اندازه متوس��ط در طی پديدار ش��دن موج فوليکولی با 
افزايش موقت در غلظت FSH پلاسما افزايش می يابد و مقدم بر شروع موج 
فوليکولی اس��ت )2(. غلظت های فيزيولوژيك FSH سبب بيشينه تحريك 
 FSH ش��ده در حالی كه غلظت های  فارماكولوژيك CYP19 س��طح بيان
سبب از بين رفتن اين پاسخ می شود )16(. در اين پژوهش، كاهش تراوش 
اس��تراديول 17- بتا كه ناش��ی از افزايش تراكم س��لول های گرانولوزا يود با 
كاه��ش  بيان نس��بی گيرنده FSH همراه بود كه اي��ن امر می تواند كاهش 
بيان نس��بی ژن ه��ای CYP19 و 17βHSD را توجيح نماي��د. زيرا هر دو 
آن ها وابسته به FSH هستند )15 و 16(. از سوی ديگر، افزودن استراديول 
17- بتا  به محيط كش��ت س��لول های گرانولوزا س��بب افزايش بيان نسبی 
 mRNA شد كه همين امر می تواند دليلی بر افزايش سطوح FSH گيرنده

كد كننده CYP19 و 17βHSD باشد.
Fitzpatrick  و همکاران )1991( گزارش كردند تراوش استراديول17- 
بت��ا  و بيان CYP19 به ميزان قابل توجهی در س��طوح بالای LH كاهش 
  FSH .)6(  افزاي��ش يافتند FSH پي��دا كردند در حاليکه در اث��ر افزودن
به طور طبيعی س��بب افزايش اندک در cAMP داخل س��لولی گشته و در 
نتيجه س��بب افزايش بيان CYP19 می شود درحالی كه LH سبب افزايش 
بيش��تر cAMP ش��ده كه در نهايت منجر به لوتئينه ش��دن و كاهش بيان  
CYP19 می شود. غلظت های بيش��تر LH سبب فعال شدن مسير پيامبر 
ثانويه پروتئين كيناز C شده كه در نهايت كاهش بيان CYP19 را به دنبال 

خواهد داشت )7(.  
در مطالع��ه حاضرافزايش تراكم س��لول های گرانول��وزا در واحد حجم 
محيط كش��ت به همراه افزايش بيان نس��بی CYP11A1 و LHR، سبب 
شروع لوتئينه شدن و در نهايت افزايش وقوع اترزی در سلول های گرانولوزا 
شد و ميزان اس��ترادايول 17- بتا توليدی را كاهش داد. در حاليکه افزودن 
اس��تراديول 17- بتا بيان نس��بی ژن ه��ای CYP11A1 و LHR را كاهش 
داد كه می تواند از رفتن س��لول به س��مت اترزی جلوگيری كند و با كاهش 
لوتئينه ش��دن كيفيت اووسايت را افزايش دهد. در فوليکول های آنترال  در 
حال تکامل بايد نس��بت اس��تراديول 17- بتا به پروژس��ترون بيش��تر باشد 
و ضروری اس��ت س��طح پروژس��ترون تا زمان تخمك ريزی پايين باشد زيرا 

افزايش پروژس��ترون قبل از بلوغ با اترزی فوليکول در ارتباط اس��ت )10و 
12(. Zheng و همکاران )2008( گزارش كردند اس��تفاده از دوزهای پايين 
FSH فقط س��بب افزايش اس��تراديول 17- بتا گردي��د و تأثيری بر غلظت 

پروژسترون نداشت )20(. 
به طور كلی، نتايج مطالعه حاضر نش��ان داد با افزايش تراكم سلول های 
گرانول��وزا، بيان نس��بی StAR و CYP11A1 افزايش ياف��ت و با افزودن 
اس��تراديول 17- بتا بيان آن كاهش يافت كه س��يگنالی مثبت برای كاهش 
توليد پروژس��ترون و در نهايت كاهش اترزی اس��ت ك��ه با توجه به افزايش 
بيان نسبی FSHR در اثر افزون استراديول 17- بتا اين نتيجه قابل توجيح 
است. لذا با توجه به كاهش بيان دو ژن كليدی در مسير ساخت پروژسترون 
می توان نتيجه گيری كرد كه استراديول 17- بتا اثر مهاری بر مسير ساخت 
پروژس��تاژن ها داشته و در نهايت توليد پروژسترون را می تواند كاهش دهد 
 StAR بيان ژن FSH 2008( گزارش كردند كه( و همکاران Zheng .)17(
را در شرايط برون تنی به صورت منفی كاهش )Down regulate( می دهد 
)20( به همين دليل است كه در فوليکول سالم دارای انترال در هر اندازه ای 
در ش��رايط درون تنی StAR قابل شناس��ايی نيس��ت )Sahmi.)12 ، 3  و 
هم��کاران )2004( گزارش كردند تحت تاثير FSH بيان ژن های StAR و 
CYP11A1 به همراه غلظت پروژس��ترون، افزايش يافت )Zheng .)15 و 
همکاران )2008( نيز گزارش كردند كه TGFB سبب كاهش فراوانی بيان 
ژن ه��ای StAR ،CYP11A1 و 3βHSD گردي��د و به دنب��ال آن تراوش 

پروژسترون را كاهش داد )20(. 

نتیجه گیری
نتايج مطالعه حاضر نش��ان داد كه اس��تفاده از اس��تراديول 17- بتا  با 
افزايش بيان ژن آنزيم های كليدی دخيل در تبديل اندروژن به اس��تراديول 
17- بتا )آنزيم های استروژنيك( س��بب افزايش غلظت استراديول 17- بتا 
گش��ته و با كاهش بيان ژن آنزيم های كليدی دخيل در تبديل كلسترول به 
پروژسترون )آنزيم های پروژستژانيك( سبب مهار مسير ساخت پرژوسترون 

می شود و در نتيجه ميزان لوتئينه شدن را كاهش داد.
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