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 ب 

  تشكر و قدرداني

  

   با قدرداني از:، حكمتش بي نهايت مهر بيكران است وه كشكر و سپاس خداوندي 

هديـه  اطر تلاش هاي بـي دريغشـان در جهـت    به خ صالح نيا مژده خانم دكترسركار  استاد گرانقدرم 

در جهـت   راهنماييهاي بي شـائبه ايشـان  دلسوزي ها و  اينكه همواره از و به خاطر كردن علم و دانش

  بهره مند بودم.  ين پايان نامهانجام ا

جنـاب آقـاي دكتـر مجتبـي رضـازاده       ،سركار خانم دكتر منصوره موحـدين  و بزرگوار ارجمنداساتيد 

بـا   در طـول مـدت تحصـيل و تحقـيقم    كـه همـواره    ناب آقـاي دكتـر تقـي الطريحـي    و ج ولوجردي

   .مرا ياري نمودند راهنماييهاي ارزشمندشان

   بهره مند بودم. و راهنماييهايشانهمكاري  كه از داريوش داوودياستاد مشاورم جناب آقاي دكتر 

هــا و راهنماييهــاي همكاري كــه بــااســتاد ارجمنــد گــروه بيوشــيمي جنــاب آقــاي دكتــر حســينخاني 

  ارزشمندشان همواره مرا ياري نمودند.

  ند.مرا ياري نمودزهره نظم آرا كه در تمام طول تحقيق  خانم و ياور مهربانم عزيز بسيار دوست

دوسـتان   و و صميميم خانمها مرضيه زيلوچي، سمانه اديب و پريسا جمال زايـي  همكلاسيهاي مهربان

و سـميه نيـازي    ،فاطمـه فـلاح   ،سها برويس ،نغيمه احمدي ،هريزهره مظا ،بسيار عزيزم شبنم عبدي

  .ان من بودندساير دوستاني كه در اين دوره تحصيلي هميشه پشتيب

  كارمند مهربان گروه آقاي محمدلو كه همواره از كمكهاي بي دريغشان بهره مند بودم.

   ، عربگري و خانم ابراهيميآقايان پوربيرانوندمحترم گروه كارشناسان 

  كليه اساتيد و دوستاني كه مرا در انجام اين تحقيق ياري نمودند. و
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  چكيده

با توجه به اهميت ميتوكندري در تكوين جنين مراحل قبل از لانه گزيني، هدف از اين مطالعه بررسي تأثير انجمـاد شيشـه   

 earlyسلولي و PN ،4-2موش در مراحل جنين هاي   ATP  اي و تكوين در  محيط كشت بر روي  پراكندگي ميتوكندري و ميزان

blastocyst  .بود  

 Pregnant Mar'sواحـد   IU 10هفته اي با استفاده از تزريق داخـل صـفاقي    7-6بالغ  NMRIبدين منظور موشهاي ماده 

Serum Gonadotrpin    وHuman Chorionic Gonadotrpin       تحريك شده و در كنار موشهاي نـر بـالغ از همـان نـژاد قـرار

گرفتند و صبح روز بعد پلاك واژن آنها چك شد. سپس جنينهاي مراحل تكويني مختلف از لوله فالوپ و شـاخ رحمـي موشـهاي    

حامله جمع آوري شده و به روش كرايوتاپ با بكارگيري اتيلن گليكول و دي متيل سولفوكسايد منجمد شدند و تعدادي از جنينها 

شدند. پس از تعيين درصد حيات جنينهاي منجمد شده تكوين آنها تـا مرحلـه خـروج از    نيز به عنوان گروه كنترل در نظر گرفته 

لوسـيفراز انـدازه گيـري شـد.      -جنينها با استفاده از واكنش لوسيفرين ATPزونا در دو گروه كنترل و انجمادي بررسي شد. ميزان 

رنـگ آميـزي شـدند و بـا ميكروسـكوپ        Mitotracker greenميلي مـول   1جهت بررسي توزيع ميتوكندري، جنينها با محلول 

  فلوروسنت مورد بررسي قرار گرفتند.

% و 52/87%، 63/83بـه ترتيـب    early blastocystسـلولي و   PN ،4-2ميزان زنده ماندن جنينهاي انجمادي در مراحـل   

انجمـادي و كنتـرل تفـاوتي    % بود. همچنين از نظر درصد خروج از زونا بين جنينهاي مراحل مختلف تكويني در دو گـروه  27/89

 in vitroو  in vivoديده نشد. بين جنينهاي مراحل مختلف تكويني در گروه كنترل و انجمادي و نيز جنينهاي حاصل از شـرايط  

سلولي گروههاي انجمـادي و غيـر    4و  PN-2تفاوت معني داري وجود نداشت. توزيع ميتوكندري در جنينهاي  ATPاز نظر ميزان 

  ه بود.انجمادي مشاب

در مجموع به نظر مي رسد روش انجماد شيشه اي با استفاده از كرايوتاپ و ضديخ اتيلن گليكول و دي متيل سولفوكسـايد   

  جنين موش در مراحل مختلف تكويني نداشت.   ATPتأثيري بر پتانسيل تكويني، پراكندگي ميتوكندري و ميزان 

  ، جنين  ATP انجماد شيشه اي، ميتوكندري، ميزان كلمات كليدي:



  چکیده

ثیر تـأ   بررسـی هـدف از ایـن مطالعـه    ،با توجه به اهمیت میتوکندري در تکوین جنین مراحل قبل از لانه گزینـی           

جنـین هـاي مـوش در      ATP  انجماد شیشه اي و تکوین در  محیط کشت بـر روي  پراکنـدگی میتوکنـدري و میـزان    

  .  بودearly blastocystسلولی و PN، 4-2مراحل 

 Pregnantواحـد   IU 10با استفاده از تزریق داخل صفاقی  هفته اي 7-6 بالغ NMRI  مادهموشهايبدین منظور 

Mar's Serum Gonadotrpin    وHuman Chorionic Gonadotrpin نر بالغ از همـان  تحریک شده و در کنار موشهاي 

 و شـاخ  فالوپمختلف از لوله جنینهاي مراحل تکوینی  سپس .نژاد قرار گرفتند و صبح روز بعد پلاك واژن آنها چک شد          

 بـا بکـارگیري اتـیلن گلیکـول و دي متیـل سولفوکـساید        بـه روش کرایوتـاپ  جمع آوري شده و حاملهرحمی موشهاي  

  حیـات جنینهـاي  درصدپس از تعیین  . به عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شدند نیزمنجمد شدند و تعدادي از جنینها   

بـا  جنینهـا   ATPمیـزان  . وج از زونا در دو گـروه کنتـرل و انجمـادي بررسـی شـد     منجمد شده تکوین آنها تا مرحله خر   

 میکـرو  2 ، جنینها بـا محلـول   توزیع میتوکندري  جهت بررسی  . اندازه گیري شد    لوسیفراز -واکنش لوسیفرین استفاده از   

  .ندبا میکروسکوپ فلوروسنت مورد بررسی قرار گرفت و نگ آمیزي شدندر  Mitotracker green مول

، %63/83 بـه ترتیـب   early blastocyst سـلولی و  PN ،4-2 میزان زنـده مانـدن جنینهـاي انجمـادي در مراحـل      

در دو گـروه   همچنین از نظر درصـد خـروج از زونـا بـین جنینهـاي مراحـل مختلـف تکـوینی                  .بود% 27/89و  % 52/87

گروه کنترل و انجمـادي و نیـز جنینهـاي     در  تکوینی مختلفجنینهاي مراحل بین. انجمادي و کنترل تفاوتی دیده نشد   

توزیـع میتوکنـدري در    . تفـاوت معنـی داري وجـود نداشـت    ATP میـزان   از نظـر in vitro و in vivoحاصل از شـرایط  

  .مشابه بود انجمادي و غیر انجمادي  گروههاي سلولی4 و PN-2 هايجنین

و ضـدیخ اتـیلن گلیکـول و دي متیـل     یوتاپ روش انجماد شیشه اي با استفاده از کرا      در مجموع به نظر می رسد       

 جنین موش در مراحل مختلـف تکـوینی   ATP، پراکندگی میتوکندري و میزان     تأثیري بر پتانسیل تکوینی    سولفوکساید

  .  ه باشدنداشت

     جنین،ATP میزان ، میتوکندري، انجماد شیشه اي:کلمات کلیدي
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  مقدمه. 1-1
از . براي نگهداري طولانی مدت جنینها اسـت       ART1 روشهاي مناسب در  اي یکی از    انجماد شیشه 

توان جنینهـا را طـی چنـد مرحلـه و در موقعیتهـاي       یک این است که در این روش می        تکن مزایاي این 

توان براي حفظ قـدرت بـاروري افـراد تحـت     این روش میهمچنین از  . مناسب به رحم مادر انتقال داد     

  . شیمی درمانی و رادیوتراپی نیز استفاده کرد

 دو تکنیک شایعی کـه  .ده است در طول دهه گذشته از روشهاي مختلف انجماد جنین استفاده ش          

  .]1[اي است انجماد آهسته و انجماد شیشه: املبراي انجماد جنین استفاده شده است ش

 مطـرح شـد   1972 و همکارانش در سال Whithinghamروش انجماد آهسته براي اولین بار توسط    

اهش تـدریجی دمـا   در روش انجماد آهسته یک فریزر کنترل شده به کار برده می شود که باعث ک    . ]2[

یخ اسـتفاده  ظت پـایین محلـول ضـد   در این روش چون از غل. شود درجه سانتیگراد می- 30 کمتر از  تا

یخ بـراي  کنـد ولـی غلظـت پـایین محلـول ضـد       توکسیک و اسمتیک کمتري ایجاد می    شود آسیب می

یین و ن پـا جلوگیري از تشکیل کریستال یخ ناکافی است که منجر به آسیب سلولی و نـرخ زنـده مانـد            

ن طـولانی و ماشـینهاي   علاوه بر آن روش انجماد آهسته نیاز به زما. شودنهایتا کاهش نرخ حاملگی می    

تـر روش  هبنابراین براي دست یافتن به روشی سریعتر و با صـرف        . قیمت دارد ریزي شده گران  فریز برنامه 

  .]3[اي مطرح شد انجماد شیشه

ر دماي پـایین بـدون تـشکیل کریـستال یـخ اسـت و بـا               داي، انجماد محلول    روش انجماد شیشه  

  .]4[شود یخ انجام میلاي محلول ضدغلظت باسرعت فوق سریع و 

  . ]1[ بار کمتر از انجماد آهسته است 10اي زمان مورد نیاز براي انجماد شیشه

                                                
1 . Assisted Reproductive Technology 
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در  نـرخ زنـده مانـدن بـالا     اي به این دلیل که بسیار ساده است و منجر بـه         تکنیک انجماد شیشه   

ي فتهاپیـشر  سیع به کار برده شده اسـت و اخیـرا   ثر به طور و   مؤشود به عنوان یک استراتژي      جنین می 

  .] 19 -5 [وسیعی در آن صورت گرفته است

اي جنـین صـورت   ر زمینه بهبـود تکنیـک انجمـاد شیـشه        ولی با وجود پیشرفتهاي وسیعی که د      

اي باعـث تغییـرات     اند که انجمـاد شیـشه     هادي در گونه هاي مختلف نشان داد      گرفته است مطالعات زی   

ش کیفیـت و تکـوین   شود که منجـر بـه کـاه   یی در عملکرد ارگانلهاي سلولی می    ساختاري و بیوشیمیا  

  .]26-20 [شودجنین می

مقایـسه بـین   . ]27[ اي مرحلـه تکـوینی جنـین اسـت    ثیرگذار در انجماد شیـشه أ یکی از عوامل ت  

هایی که در مراحل بالاتر تکوینی هـستند نـشان دهنـده ایـن        ننیهاي مراحل ابتدایی تکوینی با ج     جنین

در طـول  . ]27[ یابـد ابـر انجمـاد افـزایش مـی    مقاومت در برجنین مراحل تکوینی   فت  است که با پیشر   

، پیوسـتگی دو گامـت،   اي از قبیـل تـشکیل پـیش هـسته    هژگزینی اتفاقات وی تکوین جنین قبل از لانه    

دهد که ایـن رویـدادها در   ه سلولی و تشکیل بلاستوسل روي میکم تودنوم، تقسیم سلولی، ترا   ژفعالیت  

ي کافی نباشد ممکن است آنومالی اتفاق  ژاگر جنین قادر به تولید انر     . ي نیاز دارند  ژسلول به افزایش انر   

عملکـرد میتوکنـدري اسـت بـه علـت      ین به میزان زیادي در ارتباط با   بنابراین تکوین جن  . ]28 [بیفتد  

موقعیـت  ]. 29[کنـد  مـورد نیـاز بـراي سـلول را فـراهم مـی      ي ژکندري ارگانلی است که انراینکه میتو

میتوکنـدري در شـکل گیـري جنـین نقـش           . ]30[میتوکندري اهمیت کلیدي در تکوین جنـین دارد         

 ].31[ه سلول بسیار مهم است ژمحوري دارد و توزیع متناسب میتوکندري براي عملکرد وی

تواند باعث تغییر در توزیع و عملکرد میتوکندري شود که ایـن   مالا می اي احت پروسه انجماد شیشه  

تغییر در توزیع و عملکرد میتوکندري بعد از انجماد جنین ممکن است پتانسیل تکـوینی آن را کـاهش      

  ].31[دهد 

 تواند متابولیسم وتوانایی تکوین آنها را تغییـر دهـد  یابند میشرایطی که جنینها در آن تکوین می

. شرایط کشت نیز ممکن است بر روي تکوین جنینـی تأثیرگـذار باشـد             بنابراین علاوه بر انجماد،     . ]32[

کند که میتوکندري نسبت به شرایط کـشت بـسیار آسـیب             سلولی روشن می   فراساختارر  ارزیابی دقیقت 
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 تواند تحت تأثیر شرایط کشت قـرار گیـرد و بـه تبـع آن میـزان      پذیر است حتی توزیع میتوکندري می     

کـه  شـد  بنابراین در این تحقیق سعی بر این . ]33[را در مراحل مختلف تکوینی تغییر دهد ATP تولید 

در مراحل مختلف تکـوینی   ATP اي و کشت بر روي توزیع میتوکندري و میزان تولیدانجماد شیشهاثر 

  .  جنین موش مورد بررسی قرار گیرد

  
  ايانجماد شیشه. 1-2

ي ، غلظت بالاسرعت سرد کردن بالا : میز نیازمند عواملی است که شامل     آاي موفقیت انجماد شیشه 

کاهش حجـم محلـول انجمـادي نـه تنهـا باعـث         . یخ و کاهش حجم محلول انجمادي است      محلول ضد 

  . ]3[دهد می کریستال یخ را نیز کاهش شود بلکه شانس تشکیلایش سرعت سرد و گرم کردن میافز

یخ براي کاهش آب داخـل سـلولی و آبگیـري نـسبی ضـرورت      استفاده از غلظت بالاي محلول ضد  

ین سـرعت سـرد کـردن       ب. کندشکیل کریستال یخ جلوگیري می    یخ از ت  رد بنابراین محلول غلیظ ضد    دا

تـوان از  مـی  سـرعت سـرد کـردن     با افـزایش به این ترتیب کهیخ رابطه وجود دارد     وغلظت محلول ضد  

یخ داراي سیتوتوکسیسیتی بالایی هستند اما      ولهاي ضد محل. استفاده کرد محلول ضدیخ   تر  غلظت پایین 

  . ]1[کنند  سرمایی کمک میبه حفاظت از سلول در برابر آسیبهاي شوك

  
  اي جنین و پیشرفتهاي نوین آنانجماد شیشه. 1-3
  اي با محلولهاي ضدیخ مختلفبهبود روش انجماد شیشه.  1-3-1

Ali and Shelton  ـ اي در زمینـه   تحقیقـات گـسترده  ف محلولهـاي ضـدیخ انجـام          ترکیبـات مختل

 سـاکارز را بـا   mol/L 1 اتیلن گلیکـول و   mol/L 5 /5آنها محلولی با پایه اتیلن گلیکول حاوي . اندداده

گزینـی  اي انجماد همـه مراحـل قبـل از لانـه         این محلول انجمادي بر   . توکسیسیتی کمتر توصیه کردند   

 inستفاده شد و کاهش معناداري در زنده ماندن جنینهـا در   روزه میش ا6جنینهاي موش و جنینهاي 

vivo و in vitro مزیت اتیلن گلیکول به عنوان محلول انجمـادي، توکسیـسیتی   . ]36-34[ مشاهده نشد

برخی از محققان براي کاهش توکسیسیتی حاصل از اسـتفاده از        . پایین و نفوذ سریع آن به سلول است       
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اند پس بـراي   یخ استفاده کرده   از محلولهاي ضد   لظت آن از ترکیبی   یک محلول ضدیخ واحد و کاهش غ      

متیـل  پـذیر دیگـر مثـل دي       محلول اتیلن گلیکـول محلولهـاي ضـدیخ نفـوذ          رسیدن به این مقصود به    

توانـد آبگیـري و     ناپذیر مـی  یخ نفوذ مچنین محلول ضد  ه. اند اضافه نموده  2و یا پروپاندیول  1سولفوکساید

. یخ نفوذپذیر غلظت مورد نیاز آنهـا را کـاهش دهـد    در ترکیب با محلولهاي ضدل کند وانجماد را تسهی  

  .]1[شود توکسیستی محلول انجمادي کاهش بیشتري پیدا کند اعث میي بژاین استرات

ــول انجمــادي اســت ءســاکارز اســتانداردترین جــز ــذیر محل قــان دیگــر، از        البتــه محق.  نفــوذ ناپ

 پوشـش محـافظتی دور جنـین    انـد کـه یـک    فایکول نیز استفاده کرده    از قبیل هاي دیگر   ماکرومولکول

  .دهدتشکیل می

استراتژي مهم دیگري که براي کاهش اثرات توکسیک محلول انجمادي اسـتفاده شـده اسـت بـه             

اي بـه طـور   بنابراین روشـی دو مرحلـه    . تعادل رسیدن مرحله به مرحله توسط محلولهاي ضد یخ است         

ر محلـول   پـذی یخ نفوذ غلظت محلول ضد  %  20 -% 50 محتوي   محلول تعادل  .وسیع استفاده شده است   

یخ نفوذپذیر در محلول تعادل نـسبت بـه محلـول انجمـادي             تر محلول ضد  غلظت پایین . انجمادي است 

ز شده و از    خورد و به تدریج مجددا با     ین در محلول تعادل ابتدا چروك می      جن. توکسیستی کمتري دارد  

این مشاهدات نشان دهنده ورود محلـول ضـد         . شود تا به حجم ابتدایی برسد     حالت چروکیده خارج می   

ایـن مرحلـه   . کنـد سلولی را در مراحل بعدي تسهیل مـی      یخ نفوذپذیر به جنین است که انجماد داخل         

-را کـاهش مـی  تر است، بسیار توکسیککه وبرو شدن جنین با محلول انجمادي     زمان مورد نیاز براي ر    

یخ وجود دارد کـه ممکـن اسـت باعـث           اي، احتمال نفوذ ناکافی محلول ضد      مرحله در انجماد یک  . دهد

 توسـعه روشـهاي مختلـف    .]36-34[تشکیل یخ داخل سلولی در طول پروسه سرد و گرم کـردن شـود     

. یخ مورد نیاز براي انجماد را تا حدي حل کرده است         اي مشکل کاهش غلظت محلول ضد     انجماد شیشه 

محلـول  . ادي استفاده شده اتیلن گلیکـول و دي متیـل سولفوکـساید اسـت             شایعترین محلولهاي انجم  

است که منجر به افـزایش میـزان بـاروري شـده     % 40انجمادي دیگري که استفاده شده اتیلن گلیکول        

اتیلن گلیکول  تر ازیل سولفوکساید را دارد که توکسیکاین محلول انجمادي مزیت حذف دي مت. است

                                                
1 . DMSO 
2 . PROH  


