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 در وجودم نهاد و همواره توجه و محبت او را به از ايزد پاك كه مرا نعمت حيات بخشيد و شوق دانستن را با سپاس
 . خود باور داشتم

 : تقديم به
 عشق و اميدند ، مهر ، نها كه تجلي از خودگذشتگي آ دو گوهر گرانبها  پدر و مادر عزيزم

 ند ست ه او كه مظهر صداقت و صميميت ان و برادرم خواهر
، فاطمه مراهم در زندگي، مشوقم در تحصيل و اميدم در تلاش يار و ه



 : تشكر و قدر داني از با

  نامه از راهنمايي كه در تمام مراحل پايان استاد دانشمند و گرانقدر آقاي دكتر رضازاده ولوجردي

 مرا راهنمايي كردند و از هاي خردمندانه ايشان بهره بردم و با وسعت نظر و احساس مسئوليت

 . مند شوم حمايت هاي خالصانه ايشان بهره

 . مند بودم هاي ارزنده ايشان بهره ها و مشاوره مقدم كه از همكاري آقاي دكتر فروزنده استاد مشاور

 ها دكتر اساتيد محترم و بزرگوار گروه علوم تشريح دانشگاه تربيت مدرس آقاي دكتر تقي و خانم

 و مرا نامه مرا ياري كردند نيا كه به هر نحو ممكن در انجام و اتمام اين پايان موحدين و دكتر صالح

 . مرهون لطف و محبت خويش قرار دادند

 كارشناسان محترم گروه آقاي پوربيرانوند و خانم ابراهيمي

 دكتر افتخاري، كريميان ، خانم حسني، خانم ها خانم شناسي رويان كاركنان محترم آزمايشگاه جنين

 ني تحي، عليپور، بهبهانيان و افشا ف و آقايان خانم دكتر ابراهيمي، بركتي دالمن،

 همكلاسانم آقاي پناهي و خانم ها صميمي، شربت اوغلي و محمدي

 خانم شاهسوني ، كاركنان محترم آزمايشگاه ژنتيك رويان

زاده و آقاي بهروزي كاركنان محترم مركز نگهداري حيوانات آزمايشگاهي دكتر دانش



 چكيده
 بقا، بلوغ و بيان ژنهاي ميزان بر كرايوتاپ و انجماد آهسته اي اين پژوهش به منظور ارزيابي اثر انجماد شيشه

 مطالعه به روش تجربي بر روي . انجام گرفت آنترال جداشده از تخمدان موش هاي پره فوليكول در آپوپتوز
 هاي آنترال جدا شده به گروه ي پره ها فوليكول . انجام شد NMRI روزه نژاد ۱۴ - ۱۲ موش هاي نابالغ

 . اي و انجماد آهسته تقسيم شدند غيرانجمادي، انجماد شيشه
 ، % ۱۰۰ و انجماد آهسته بترتيب اي انجماد شيشه غيرانجمادي، هاي هاي گروه ان بقا در فوليكول ز مي

 هاي ين گروه ب دار آناليز آماري حاكي از عدم وجود تفاوت معني بود % ۴۹ / ۶۸ ± ۲ / ۴۷ و % ۹۷ / ۵۶ ± ۲ / ۳۵
 داشت ها در صورتيكه گروه انجماد آهسته تفاوت معني دار با اين گروه . بود اي غيرانجمادي و انجماد شيشه

(P=0.00) . ۸۲ / ۴۵ ± ۳ / ۹۲ انجمادي در گروه غير چهارده كشت نشان داد ميزان بلوغ ر روز د ارزيابي بلوغ % ، 
 آناليز آماري حاكي از . بود % ۳۰ / ۱ ± ۱ / ۴۳ آهسته و در گروه انجماد % ۷۱ / ۵۱ ± ۲ / ۹۱ اي گروه انجماد شيشه
 و Bax ، Bcl2 ، p53 ، Fas بيان ژنهاي ارزيابي . ) P=0.00 ( دار بين هر سه گروه بود وجود تفاوت معني

Survivin بيان نشان داد اي و انجماد آهسته آنترال غير انجمادي، انجماد شيشه هاي پره در فوليكول Bcl2 
 اي و غيرانجمادي كاهش يافته ولي دو داري نسبت به گروه انجماد شيشه گروه انجماد آهسته بطور معني در

 در گروه P53 و Bax هاي ميزان بيان ژن . داري نداشتند معني تفاوت انجمادي و غير اي شيشه گروه انجماد
 بيان اين ژنها در لي و بوده اي شيشه غيرانجمادي و انجماد هاي داري بيشتر از گروه انجماد آهسته بطور معني

 Survivin بيان . بيان شده است فقط در گروه انجماد آهسته Fas ژن . دو گروه تفاوت معني دار نداشت اين
 گروه انجماد آهسته در Bcl2 به Bax بيان نيمه كمي رونوشت ت نسب . داري نداشت در سه گروه اختلاف معني

 هاي داري بين گروه اما تفاوت معني . اي و غير انجمادي بود د شيشه بطور معني داري بيشتر از گروه هاي انجما
 . ) P<0.05 ( اي و غير انجمادي مشاهده نشد انجماد شيشه

 براي تري روش مناسب نسبت به انجماد آهسته اي كرايوتاپ انجماد شيشه توان نتيجه گرفت در مجموع مي
 داري اي بطور معني آهسته نسبت به انجماد شيشه انجماد همچنين . باشد مي آنترال هاي پره انجماد فوليكول

 . دهد بيان ژنهاي آغازگر آپوپتوز را افزايش مي

آنترال، موش اي، انجماد آهسته، فوليكول پره انجماد شيشه : واژگان كليدي
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مروري بر مطالعات



۲ 

 مقدمه ۱ - ۱

 تاريخچـه آن بـه اواخـر قـرن . علم مطالعه اثر دماهاي پايين بر موجودات زنده اسـت ۱ كرايوبيولوژي

 متوجـه شـد كـه نوعي كرم پهن كوچك را منجمـد كـرد و Power گردد، زماني كه هفدهم ميلادي باز مي

 وي تئوري خود را اينگونه ارائه نمود كـه دماهـاي . مانند مي مچنان زنده و فعال باقي ها پس از ذوب ه كرم

 بررسـي بـه از آن پس محققـان زيـادي . ] ۱ [ پايين بر خلاف دماهاي بالا براي موجودات زنده كشنده نيستند

 ژي بـا گيري شاخه جديـدي در علـم بيولـو كه منجر به شكل پرداختند اثر دماهاي پايين بر موجودات زنده

 . عنوان كرايوبيولوژي گرديد

 دارد و جهـت ذخيـره مـواد ژنتيكـي در فراوانـي دانش كرايوبيولوژي در مطالعات توليد مثلي كاربرد

 آنتـرال و فوليكول پـره تخمدان بافت ، بالغ ، تخمك ذخيره جنين ، ژن ، حيوانات ترنس هاي نادر حيوانات گونه

 مـورد توجـه قـرار آنتـرال هاي پره فوليكول ن بين امروزه انجماد از اي . ] ۵ - ۲ [ ه است قرار گرفت استفاده مورد

 خطر آنيوپلوييـدي و سـخت شـدن زونـا و عـدم نفـوذ اسـپرم كه MII برخلاف تخمك زيرا گرفته است،

 ي فاقد ايـن مـشكلات تكوين آنترال به علت ساختار فيزيولوژيكي و مرحله وجود دارد، انجماد فوليكول پره

 تواند براي حفظ قدرت باروري زنان جـوان مبـتلا بـه سـرطان كـه احتيـاج بـه مي اين تكنولوژي . باشد مي

 به همين علت اين تكنيك امروزه توجه بسياري از محققـين . درماني دارند استفاده شود راديوتراپي يا شيمي

 . ] ۹ - ۶ [ را به خود جلب كرده است

1 Cryobiology



۳ 

 و همكاران انجـام گرفـت Correl توسط ۱۹۹۰ در سال آنترال فوليكول پره اولين تلاش براي انجماد

 . آميزي همراه نبود كه با نتايج موفقيت را با روش انجماد آهسته منجمد كردند فوليكول آنها . ] ۱۰ [

 است كه در آن گـذر ) ور ساختن در نيتروژن مايع غوطه ( نوعي ديگر از روش انجماد،  انجماد سريع

 هزينـه بـودن و كـاهش كـم ، وجه به سـهولت گيرد و با ت صورت مي به سرعت مضر براي سلول از دماهاي

 نـوعي انجمـاد ۱ اي انجماد شيـشه . ] ۱ [ صدمات وارده به سلول امروزه توجه خاصي بدان مبذول شده است

 اي از در انجمـاد شيـشه . شـود در زمـان انجمـاد اسـتفاده مـي ضديخ سريع است كه در آن از غلظت بالاي

 glass يا vitrifing محلولهاي forming شود كه بدون تشكيل كريستالهاي يخ، محيط مورد نظـر مي استفاده 

 هـاي توان به حامـل اي وجود دارد كه از آنها مي متغير هاي فراواني در انجماد شيشه . ] ۱ [ كنند را منجمد مي

 آنتـرال فوليكول هـاي پـره metal cube با استفاده از ۲۰۰۸ و همكاران در سال Lin ، . مختلف اشاره كرد

 دسـت پيـدا كردنـد كـه بطـور % ۵۵ و به ميزان بلوغ ] ۱۱ [ اي منجمد كردند وش انجماد شيشه موش را به ر

 اي مـورد اسـتفاده كه براي انجمـاد شيـشه از حامل ي نوع ديگر . داري كمتر از گروه غيرانجمادي بود معني

 اسـتفاده از هـاي مختلـف بـا با توجه به نتايج خوبي كه از انجماد سـلول . باشد مي ۲ گيرد، كرايوتاپ قرار مي

 ، آنترال كارآمد باشـد آيد اين روش در انجماد شيشه اي فوليكول پره كرايوتاپ حاصل شده است به نظر مي

 بعد از انجمـاد . آنترال استفاده شد اي فوليكول پره از اين روش براي انجماد شيشه بعد لذا در مطالعه حاضر

 در طـي ايـن . آزمايشگاه مراحل رشد را طي كننـد فوليكول ها بايد در براي دستيابي به تخمك آماده لقاح،

 در فرايند آپوپتوز تعادل بين بيـان ژن هـاي مـسئول . فرايند تعدادي از فوليكول ها دچار آپوپتوز مي شوند

 به نظر مي رسد كه انجماد بـر ميـزان بيـان ايـن ژن هـا و در نهايـت وقـوع . بقا و مرگ ضروري مي باشد

 هـاي آنتـرال جـدا شـده  بـا روش هاي پـره ر تحقيق حاضر بعد انجماد فوليكول لذا د . گذار باشد آپوپتوز اثر

 survivin و Bcl2 ، Bax ، P53 ، Fas اي ميـزان بقـا، بلـوغ و بيـان ژنهـاي انجماد آهسته و انجمـاد شيـشه

 . بررسي شده است

1 Vitrification 
2 Cryotop



٤ 

 انجماد ۲ - ۱

 كـه از مـشكلات ، انجماد به معناي تشكيل كريستال يخ با پي آمد جداشدن آب از مواد محلول است

 بنـابراين . هاي بالاي مـواد محلـول را نـام بـرد تشكيل كريستال يخ داخل سلول و غلظت توان عمده آن مي

 كاهش سرعت سرد كردن جهت برقرار شدن تعادلي ظريف بين فاكتورهايي كه منجر به آسيب مي شـوند،

 تواند توسـط سـرما، فـشار ا مي ها توسط كريستال يخ ايجاد مي شود، ام عمده اين آسيب . ضروري مي باشد

 بـا توجـه بـه . اسموتيك، شكست بلاستومرها و زوناپلاسيدا و تغييرات اسـكلت سـلولي نيـز ايجـاد شـود

 . ] ۱ [ شود اي انجام مي و انجماد شيشه ۱ هايي چون انجماد آهسته تحقيقات انجام شده انجماد با روش

 اي است، ايـن روش انجمـاد انجماد شيشه هاي هاي حذف كريستال يخ استفاده از پروتكل كي از راه ي

 و همكـاران Rall براي اولين بار توسط ۱۹۸۵ سال ودر بوده انجماد آهسته به عنوان جايگزيني براي روش

 اي و بـدون تـشكيل ارائه گرديد، اين محققين توانستند جنين موش را با استفاده از محلـول انجمـاد شيـشه

 . ] ۱ [ ند ن يگراد منجمد ك درجه سانت - ۱۹۶ كريستال يخ در دماي

 انجماد آهسته ۱ - ۲ - ۱

 هاي پايين ضديخ به محلول اطراف سلول، آب درون سـلول در روش انجماد آهسته با افزودن غلظت

  خروج آب از سلول در مرحله سرد كردن ادامـه مـي . گردد خارج شده و در نتيجه درون سلول تغليظ مي

 گردد و به اين ترتيـب از تـشكيل بلـور رج سلول تشكيل مي هاي يخ در خا با سرد كردن محلول بلور . ابد ي

 هـاي سرعت سرد كردن محلول بايد چنان باشـد كـه مولكـول . آيد يخ داخل سلولي جلوگيري به عمل مي

 هاي يخ خـارج سـلولي گردنـد و بـين هاي يخ پيوسته و سبب رشد بلور آب خارج شده از سلول به هسته

 هـاي يـخ خـارج سـلولي تعـادل برقـرار و سـرعت رشـد بلـور هاي آب از سلول سرعت خروج مولكول

 . ] ۱۲ [ باشد

1 Slow freezing



٥ 

Cortvridt فوليكول هاي پره آنترال جدا شـده از تخمـدان مـوش را بـه ۱۹۹۶ و همكاران در سال 

 روش انجماد آهسته منجمد كردند سپس آنها را پس از ذوب كشت داده و از لحاظ تكوين مـورد بررسـي

. ] ۱۳ [ قرار دادند

 كه روش انجماد آهسته با ميزان بقاي كمي همراه است اما براي انجماد تخمك و جنـين با وجود اين

  بدليل نياز به تجهيزات خاص  و وقـت گران بودن اين روش با اين وجود . هاي مختلف كاربرد دارد گونه

 اع كنند روش هـاي سـاده و سـريعتري را ابـد گير بودن كاربرد آن را مشكل ساخته، لذا محققين تلاش مي

 . كنند

 اي انجماد شيشه ۲ - ۲ - ۱

Luyet هاي بيولوژيك را فرايندي نـامطلوب هاي يخ هنگام انجماد سيستم تشكيل بلور ۱۹۳۷ در سال 

 وي سـرد . هاي يخ هنگام انجماد جلـوگيري شـود دانست و اظهار داشت تا حد امكان بايد از تشكيل بلور

 هاي يخ مورد توجـه قـرار به جاي بلور ۱ د شيشه اي هاي زنده را براي تشكيل جام كردن بسيار سريع سلول

 انجمـاد . هاي بيولوژيك به عنوان يـك ايـده مطـرح شـد اي در سيستم به اين ترتيب انجماد شيشه . ] ۱۴ [ داد

 هـا در هـا، همچنـين محافظـت از سـلول هاي بالاي سرد كردن و گرم كردن سلول اي نيازمند سرعت شيشه

 در آن زمان روش اجراي آن به روشني مشخص نبود و موفقيـت چنـداني . برابر سميت مواد بكار رفته بود

 با گذشـت زمـان و . نيز بدست نيامد لذا توجه محققان زيادي به روش هاي انجماد آهسته معطوف گرديد

 اي كسب شد بطوري كه امروزه بصورت فراگيـر انجام تحقيقات بيشتر موفقيت هايي با روش انجماد شيشه

 . ] ۱ [ و بافت مورد استفاده قرار مي گيرد براي انجماد سلول

1 Vitreous solid



٦ 

 اي اساس فيزيكي انجماد شيشه ۱ - ۲ - ۲ - ۱

 هـاي يـخ سرد كردن آب خـالص تـا دمـاي زيـر صـفر درجـه سـانتيگراد منجـر بـه تـشكيل هـسته

 هاي منفرد آب هاي يخ در نتيجه بهم پيوستن مولكول بلور ء ميكروسكوپي به عنوان اولين و كوچكترين جز

 درجـه سـانتيگراد - ۴۰ و ۰ هاي يـخ در آب خـالص ترين دما براي تشكيل هسته ين و پايين بالاتر . شود مي

 درجه سـانتيگراد بـه طـور خودبخـود يـا در اثـر - ۱۵ و - ۵ ها در دماي ولي بطور معمول اين هسته . است

 ده ز هاي آب به راحتي به سـطح يـخ هاي يخ مولكول پس از تشكيل هسته . گردد كننده تشكيل مي عوامل القا

 شـود، ادامـه هاي يخ ميكروسكوپي ايجاد مي يابند و به اين ترتيب هسته اوليه بزرگتر شده و بلور اتصال مي

 شـيميايي – بر اساس قوانين فيزيكـي . ] ۱۵ [ هاي يخ ماكروسكوپي خواهد شد اين روند منجر به تشكيل بلور

  ل يا ذوب بلورهاي يخ مـي شونده به آب خالص سبب كاهش دماي مورد نياز براي تشكي افزودن مواد حل

 به همـين سـبب در . براي كاهش دما پس از افزودن چنين موادي وجود ندارد ي شود و هيچگونه محدوديت

 اي تـشكيل هاي بسيار غليظ ممكن است هرگز بلور يخ به وجود نيايد و به جـاي آن جامـد شيـشه محلول

 اي يخ بـه علـت شـكل و آرايـش مولكـول ه شونده بين بلور هاي مواد حل گيري مولكول امكان قرار . گردد

 توانند در كنار همديگر تجمع يابند و از ايـن طريـق هاي اين مواد مي ها بسيار اندك است ولي مولكول بلور

 توانـد هـاي يـخ مـي اين تشكيل و رشد بلور بنابر . دهند هاي يخ را تحت فشار ناشي از تجمع خود قرار بلور

 . ] ۱۷ و ۱۶ [ هاي تشكيل يخ قرار گيرد مهاركننده ها و تحت تاثير موادي مانند ضديخ

 هـاي بـسيار غلـيظ ضـديخ آب درون سـلول پـيش از اي به دليل استفاده از محلـول در انجماد شيشه

 سـرد كـردن سـريع . شود گردد و هيچ گونه بلور يخ داخل سلولي تشكيل نمي مرحله سرد كردن خارج مي

 اي مي گردد، در نتيجه در خارج سلول نيز بلـور محلول سبب افزايش چسبندگي آن و تشكيل جامد شيشه

. ] ۱۸ [ دانند اي را انجماد بدون تشكيل بلور يخ مي به همين دليل انجماد شيشه . شود يخ تشكيل نمي



۷ 

 اي هاي اساسي در انجماد شيشه متغير ۲ - ۲ - ۲ - ۱
 سرعت سرد كردن نمونه ۱ - ۲ - ۲ - ۲ - ۱

 رتند از سرعت سرد كردن محلول و نوع و اي عبا دو عامل مهم براي كسب موفقيت در انجماد شيشه

 اي سـرد كـردن سـريع در انجمـاد شيـشه . گيرند غلظت تركيباتي كه به عنوان ضديخ مورد استفاده قرار مي

 هـاي يـخ بـا محـدوديت و هاي بالاي ضديخ بـراي جلـوگيري از تـشكيل بلـور نمونه و استفاده از غلظت

 ل بين بيشترين سرعت ممكن براي سـرد كـردن نمونـه و در اين ميان برقراري تعاد . مشكلاتي همراه است

 اي نيـز تـشكيل شـود بـسيار مهـم ها آسيب نبينند و جامد شيشه كمترين غلظت ضديخ به طوري كه سلول

 هاي آب بيشتري از سلول شود بهترين سرعت سرد كردن، سرعتي است كه منجر به خروج مولكول . است

  از روش . هاي يخ داخل سـلولي گـردد ل بلور ي كه مانع تشك ترين غلظت ضديخ نيز غلظتي است و مناسب

 اند كـه محققين نشان داده . باشد ور ساختن يكباره بافت در ازت مايع مي هاي افزايش سرعت انجماد غوطه

  درجـه سـانتي گـراد در دقيقـه افـزايش مـي ۳۰۰۰ با استفاده از روش مذكور سرعت انجماد بـه بـيش از

 . ] ۱۲ [ ابد ي

 رم كردن نمونه سرعت گ ۲ - ۲ - ۲ - ۲ - ۱

 سرعت گرم كردن مانند سـرعت سـرد . انجماد سرعت گرم كردن نمونه است كي از عوامل مهم در ي

 آنچه مـسلم اسـت اينكـه سـرعت گـرم كـردن سـلول . تواند بقاي سلول را تحت تاثير قرار دهد كردن مي

 هاي يـخ كريستال چنانچه هنگام سرد كردن سلول . وابسته به سرعت سرد كردن آن در هنگام انجماد است

 هاي كوچك يـخ موجـب داخل سلولي بسيار كوچك تشكيل شود، هنگام گرم كردن بهم پيوستن كريستال

. ] ۲ [ هاي زيادي به سلول وارد كند تواند آسيب شود كه مي بروز تغييراتي در سلول مي


