
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  



  

  

 

 

  تكوينشناسي  زيست  كارشناس ارشد در رشته  پايان نامه براي دريافت درجه

 

  :عنوان

و  Pou5f1 (Oct4) تكويني هاي ژني   DNAبررسي الگوي متيلاسيون 
Peg1 (Mest) ي موش شده ذوب-منجمدهاي  در جنين 

 

  :نگارش

  پور نيكنام معصومه رجب

  :استاد راهنما

  دكتر پوپك افتخاري يزدي

  :اساتيد مشاور

  مهدي توتونچيدكتر 

  حسيني دكتر مريم شاه

  

89 تابستان

 شناسيزيستدانشكده

 



تحقيق مشغوليم، اين آرامش را مديون  امنيت به هاي خود با باشيم كه اگر در آزمايشگاه به ياد داشته
اين آرامش   به گذاشتند تا ما هاي بزرگي هستيم كه خالصانه از جان و مال وعمر خويش مايه انسان

  .ها و بر دكتر سعيد كاظمي آشتياني ي آن درود بر همه. برسيم

  .يادشان گرامي باد

  

  :كنم به اين اثر را تقديم مي
روشنگري . عزيز و بزرگواري كه گرچه هست اما چشمان من لياقت ديدن وجود مقدس او را ندارند

  . شد جا از نور او درخشان خواهد زودي همه كند و به كه با نور زيباي خود راه را روشن مي

  .درود خداوند بر او باد

  

  :دانم هاي وجودم را بعد از لطف پروردگار، مديون بزرگواري و محبت آنان مي عزيزاني كه خوبي

  من آموخت و ، معلم بزرگي كه تحقيق، تدبير در امور و درست زيستن را بهپدر عزيزم

  .من هديه داد رافت و دقت در كارها را بهي مهرباني كه محبت، ظ ، فرشتهمادر عزيزم

  

ها كه در اين مدت كريمانه از من حمايت  گرم آني  خواهر عزيزم و همسر مهربانشان و خانواده
  .ها را برايم آسان ساختند ها و شكست كردند و با گرمي و محبت و نشاط خود، تحمل خستگي

  

  .خاطرم بودند ها كه با محبت خود، آرامش هاي آن خواهرانم وخانواده

  و

  .باشم خودمكردند تا  حال كمكم تمامي كساني كه از كودكي تا به



  با سپاس از
گـاه و     پروردگار مهربانم، هم او كـه در لحظـات نـاتواني، سـرخوردگي، تنهـايي و اضـطراب، بهتـرين تكيـه         -

يق نه كـار  و موفقيت، ياور و همدم خوب من بود وهست و اين تحق  قلب و درلحظات آرامش، خوشي قوت
  .اش لطفي بود از جانب او كه همتايي ندارد من كه تمامي

نظيرشـان و آرامشـي كـه هميشـه      خاطر پشتيباني بي استاد راهنماي عزيزم خانم دكتر پوپك افتخاري يزدي به -
ي كـار بپـردازم و بـا     شد تا با نيروي بيشتري بـه ادامـه   داد وباعث مي من دست مي پس از صحبت با ايشان به

 .كردند و مشكلات كار را از پيش پاي من برداشتند ها و نظراتم توجه كه به صحبت از اين تشكر

استاد مشاور صبورم آقاي دكتر مهدي توتونچي كه هميشه با صبر و حوصله پاسخگوي سؤالات من بودند و  -
 .مند شدم جاي ايشان بهره هاي خوب و به در تمام طول كار از راهنماي

 .حسيني نم دكتر شاهخااستاد مشاور خوبم  -

 ...خانم طاهايي و  ، خانم حسني،ويژه خانم دالمن شناسي به همكاران خوبم در آزمايشگاه جنين -

 .آقاي بهروزي، آقاي توكل، آقاي مصطفايي و آقاي خيمه :زاده و كاركنان بخش حيوانخانه آقاي دكتر دانش -

 .هسوني و خانم مرادمندخانم شا ،خانم صمديان: همكاران عزيزم در آزمايشگاه مولكولي -

 ...آقاي اميري، خانم حبيبي و ويژه خانم برجيان، خانم فاطمي،  همكاران خوبم در آزمايشگاه ژنتيك به -

 ...بين، آقاي گنجي، خانم عباسي، خانم ميرزايي، آقاي ستاري و آقاي جهان: عزيزان زحمتكش بخش خدمات -

 .پناه و آقاي عليزاده در قسمت كتابخانه آقاي لطفي -

 :همراهيم كردند مفيدشاننمايي هبزرگواراني كه عنواني در اين طرح نداشتند اما با كمك و را -

 كنم  االله فتحي كه براي من ارزش استاد را دارند، استاد پرنشاط و بزرگواري كه افتخار مي آقاي روح
  .مدتي تحت آموزش ايشان بودم

 دريغشان هاي بي خاطر تمام كمك آقاي علي فرخي به. 

 دريـغ در اختيـارم گذاشـتند و صـبورانه      بودند خالصانه و بـي  چه آموخته آن م اعظم پيلتن كه هرخان
 .من آموزش دادند به

 .قلبشان ها و قوت ها، محبت خاطر همدردي دوستان خوبم به -

 .مطالعهرويان  و دانشگاه علم و فرهنگ به خاطر فراهم نمودن امكانات اين  گاهمسئولين محترم پژوهش -



 چكيده

يك  به شدن ، در حال تبديلART اضافي در هاي منظور حفظ جنين اي به شيشه امروزه انجماد :قدمهم
هاي  نيست كه جنين هنوز مشخص .ابهام است روش رايج است، اما تأثيرات ژنتيكي اين روش مورد

كه  جايي آن از. نظر ژنتيكي هم طبيعي باشند لحاظ مورفولوژي طبيعي هستند، از اي كه به شده ذوب
سازد، دراين مطالعه اثر انجماد  را مهار  تواند بيان ژن نواحي تنظيمي ژن مي يDNAمتيلاسيون

در  Mest وOct4 و سطح بيان دو ژن تكويني DNAاي با كرايوتاپ بر متيلاسيون  شيشه
  . است قرارگرفته بررسي هاي موش، مورد بلاستوسيست

شده و به  آوري رحم ازموش سوپراووله جمع ي لهروش فلاشينگ لو  سلولي با دوهاي  جنين :ها روش
ي  سلولي گروه كنترل مستقيماً تا مرحلهدوهاي  جنين. شدند دو گروه كنترل و آزمون تقسيم

ي  مرحله سلولي گروه آزمون ابتدا تا رسيدن بهدوهاي كه جنينحالي شدند، در داده بلاستوسيست كشت
استفاده از كرايوتاپ، منجمد و  اي با شده و سپس با روش انجماد شيشه سلولي كشت هشتتا  چهار

. شدند داده ي بلاستوسيست كشت مرحله شدند و تا رسيدن به ماه ذوب شش تا دوپس از 
ها  ي آنRNAو  DNAنظر مورفولوژي طبيعي بودند، انتخاب و  هايي كه از بلاستوسيست

ترتيب، روش  ها به و بيان كمي اين ژن DNAيلاسيون براي بررسي وضعيت مت. شد استخراج
  . مورداستفاده قرارگرفت Real-time RT-PCRسولفيت و  توالي بي تعيين

در گروه  Mestو  Oct4داد كه سطح بيان هر دو ژن  نشان PCRآناليز كمي  نتايج حاصل از: ها يافته
داد كه  نشان DNAمتيلاسيون همچنين بررسي . است آزمون نسبت به گروه كنترل كاهش يافته

در گروه آزمون نسبت به گروه كنترل از نظم يكساني برخوردار نيست  Mestوضعيت ايمپرينت ژن 
صورت هايپرمتيله  به Oct4 ي پروموتور  در ناحيه CpGنوكلئوتيد  همچنين در اين گروه يك دي

   .شود مي ديده

اي با كرايوتاپ اثري منفي بر سطح بيان  شهداد كه روش انجماد شي اين مطالعه نشان: گيري نتيجه
تواند الگوي  رسد كه اين روش انجمادي مي مي نظر ها دارد و به در اين جنين Mestو  Oct4هاي  ژن

با  Oct4احتمالاً كاهش سطح بيان ژن . دهد ي پروموتور اين دو ژن را تغيير ي ناحيهDNAمتيلاسيون
  .ده در اين ژن مرتبط استش ي ذكرCpGنوكلئوتيد  شدن دي هايپرمتيله

  .Mest، ژن  Oct4اي، كرايوتاپ، بلاستوسيست، ژن  انجماد شيشه: كليد واژگان
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اجرا  باروری انسان های کمک صورت روزمره در روش های اضافی به جنین 1حفظ انجمادی:مقدمه
های  توانند برای استفاده در دوره سازد که می هایی را فراهم می  این روش، منبعی از جنین.شود می

بر ارزیابی های منجمدشده  ماندن جنین  توانایی زندهول،طور متدا به. شوند درمان، ذوببعدی 
مورد سلامت جنین  بینی درستی در است که این ارزیابی، پیش  استوارها  مورفولوژیکی آن

گردد و اثر  می، 2گزینی توجهی در پتانسیل لانه کاهش قابل  جنین منجر بهانجماد. کند نمی فراهم
 .)1(ناشناخته است نیز مدت آن طولانی

تر،  است، زیرا سادهتوجه   ، بسیار مورد4کردن آهسته سرد  روشنسبت به 3ای شهامروزه روش انجماد شی
های ناشی  ها در برابر آسیب آید و از جنین حساب می  بهکردن آهسته تر از روش سرد تر و سریع ارزان

ای، ساده،   انجماد شیشههای عنوان یکی از روش به 5روش کرایوتاپ. )2(کند می از سرما، محافظت
های انسانی در تمام  ها و جنین یادگیری است وجهت انجماد تخمک سهولت قابل سریع و به

 همراه جنین بر روی 6 محافظ انجمادیی تنها حجم ماده نهدراین روش . است فادهاست قابلرشد،  مراحل
دلیل تماس جنین با نیتروژن مایع  است بلکه سرعت سردکردن نیز به کمکرایوتاپ 

 .)3(است یافته افزایش

ها از  ، آن)ای انجماد شیشه( شده در محیط آزمایشگاهی  های تولید  جنینهر چند پس از این دستکاریِ
ها  گزینی آن ن پس از لانهی تکوی رسند ولی درباره می نظر ، طبیعی بهنظر ظاهری و مورفولوژیک

یرات سوء انجماد ی تأث های بسیاری درباره های اخیر گزارش در سال. ندارد دطبیعی ضمانتی وجو طور به
ها این تغییرات و نقایص  علاوه در بیشتر جنین به. است شده گزینی جنین داده بر تکوین پس از لانه

این احتمال . شود گزینی جنین می نحوی است که باعث عدم تکوین یا عدم لانه مورفولوژیکی به
سازد و باعث  وش تغییرهای دخیل در تکوین طبیعی را دستخ  از ژنسری دارد که انجماد، یک وجود

                                                 
1  .  Cryopreservation 
2 .  Implantation 
3 . Vitrification 
4 . Slow cooling 
5 . Cryotop 
6 . Cryoprotectant 
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توقف تکوین   در مراحل بعدی تکوین، منجر بهها گردد که این تغییر بیان،  بیان آنکاهش یا افزایش
 .طبیعی جنین شود

برای ی در تنظیم بیان ژن دارد و ژنتیکی است که نقش مهم جمله تغییرات اپی از DNA متیلاسیون 
 .)5, 4(ضروری است تکوین طبیعی پستانداران

 در 1 سیتوزینی  حلقه5ی  کربن شماره شدن یک گروه متیل به ی اضافه وسیله  بهDNA  متیلاسیون 
در انتقال گروه  ) Dnmt (3انسفرازتر  متیلDNA  های آنزیم. گیرد می صورت CpG 2نوکلئوتیدهایدی

 .)6(ها دخیلندCpGمتیل به 
 و دیگر 5، اتصال عوامل رونویسی و دیگر نواحی تنظیمی ژن4سیتوزین در پروموتور متیل-5حضور 
 شونده بههای متصلینتئامر، پروسازد که برای این  دستخوش تغییر میDNA به ها راپروتئین
DNAتین نزدیکطی این فرایندها، کروما .گیردمیخدمت را به7داستیلاز هیستونهای  وآنزیم6متیلهی 

کرده و ، رونویسی را مسدودشده هر دو مکانیسم مطرح. شود می جایگاه آغاز رونویسی ژن، فشرده
 .)7(گردند می8منجر به خاموشی ژن

سند، تنها از یکی از دو ر ارث می که از پدر یا مادر به ها بسته به این در ژنوم پستانداران نسبتی از ژن
های  عنوان ژن هایی که دارای چنین حالتی مختص مبداء والدی هستند، به ژن. شوند می آلل بیان
های  ژن .)8(دارد  نام10ژنتیکی، ایمپرینت ژنومی شوند که این مکانیسم اپی می  شناخته9ایمپرینت

تواند باعث  کنند و ایمپرینت تغییریافته می می هایی کلیدی بازی ایمپرینت در کنترل رشد جنین نقش
 این ژن .یک ژن ایمپرینت است که بیان پدری دارد Peg1/Mestژن . )9(نقایصی در رشد گردد

 12دار و اندوتلیوم رگ 11های جفت انسان از جمله سیتوتروفوبلاست پرزدار میزان بالایی در بافت به
 .)8(شود می بیان

دلیل نفوذش روی هر دو  این ژن به. )10( در تکوین جنین نقش مهمی داردOct4عامل رونویسی 
ستقیم یا غیرمستقیم بر بسیاری صورت م ادر است بههای رونویسی و پس از رونویسی، ق کننده تنظیم

                                                 
1 . Cytosine 
2 . CpG dinucleotide 
3 . DNA methyltransferase 
4 . Promoter 
5 . Transcription factors 
6 . Methyl-DNA-binding proteins 
7 . Histone deacetylase 
8 . Gene silecing 
9 . Imprinted genes 
10 . Genomic imprinting 
11. Villous cytotrophoblast 
12 . Vascular endothelium 
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 1بازآرایی: بگذارد، این فرایندها عبارتند از ه تأثیری تکوین اولیّ فرایندهای ضروری در مدت برنامهاز
 .)11(ی سلولی و سیگنالینگ ژنتیکی، آپوپتوز، تنظیم چرخه کروماتین، تنظیم اپی

 و )4( و ایمپرینت ژنومی)Oct4 )12-14 در تنظیم بیان ژن DNAبا توجه به نقش متیلاسیون 
 بر متیلاسیون ژن های ایمپرینت در جنین 2تأثیراسترس محیطی از قبیل کشت در محیط آزمایشگاهی

ای با کرایوتاپ را بر الگوی متیلاسیون   برآن شدیم تا اثر انجماد شیشه ،)15( 3های پیش از لانه گزینی
DNAاین ژن های دخیل در تکوین بررسی نماییم  .  

 :شده ، اهداف این تحقیق عبارتند از توضیحات داده با توجه به
روش  های منجمدشده به  در جنینmRNAدر سطح  Mestو  Oct4های  ی میزان بیان ژن  مقایسه-1
 .های طبیعی موش ای با کرایوتاپ، و جنین جمادشیشهان
های   در جنینMestو Oct4 های  نواحی تنظیمی ژنیDNA بررسی الگوی متیلاسیون -2

 .های طبیعی موش ای با کرایوتاپ وجنین روش انجمادشیشه به منجمدشده
 بیان این  با سطحMestو Oct4 های نواحی تنظیمی ژنی DNA  بررسی ارتباط بین متیلاسیون -3
 .ها ژن

های تکوینی در   بررسی الگوی متیلاسیون ژنی ای در زمینه کنون مطالعه ذکر است که تا لازم به
دهیم آیا  ز انجام این طرح این است که نشاننگرفته و هدف ا  موش صورتی های منجمدشده جنین
با انجام این علاوه  بههای تکوینی در موش دارد؟  ژن یDNAتأثیری بر الگوی متیلاسیون  ،انجماد

 . شدژنتیکی تکوین جنین روشن خواهد ر راستای فرایندهای ژنتیکی و اپیتحقیق، حقایقی د
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1. Remodeling  
2. In vitro 
3. Preimplantation embryos  
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  حفظ انجمادی1-1
است که بخشی اساسی  شناسی بوده زارسودمندی برای جنین، ابها ، حفظ انجمادی جنین1970 ی از دهه

شناختی   مواد زیستی معنای ذخیره حفظ انجمادی به. باشد مثل می های تولید و ضروری در تکنولوژی
این ابزار جهت . )2(نشوند ای که این مواد متلاشی گونه  انجماد آب است، بهی در زیر نقطه) بیولوژیک(

های  پایان و گونه های چهار ، جنینارزش آزمایشگاهی های با مدت جنین  طولانیی ذخیره
 .)16(گیرد می قرار استفاده های انسانی مورد خطر و نیز جنین معرض در

 :شش مرحله برای حفظ انجمادی وجود دارد
 مواجه شدن با مواد محافظ انجمادی  -1
  گراد  سانتیی تا دماهای زیر صفر درجه سرد کردن -2

 1عذخیره در نیتروژن مای -3

 )گرم کردن(ذوب مجدد  -4

 حذف مواد انجمادی -5

  .)17(کشت بازگشت به محیط -6

 
 ها های حفظ انجمادی جنین روش 1-1-1

 :ها عبارتند از کردن ، این روش براساس سرعت و میزان سرد
 کردن آهسته  سرد -1
 ای  انجماد شیشه -2

 
 کردن آهسته سرد 1-1-1-1

های  ها بین قسمت دهد که محلول می  این روش اجازه.اساس این روش بر آبگیری، استوار است
حساسیت نسبت به  .)18(شوند ، مبادله اسموتیک جدیداخلی و خارجی سلول، بدون ایجاد اثرات

. )19(کند می  کشتی دارد که جنین در آن رشد رشد جنینی و شرایطی مرحله ، بستگی بهسرما در جنین
، بین میزان خروج آب از دستیابی به بهترین تعادل کردن آهسته بستگی به  در سردعلاوه موفقیت به

تعادل، توسط غلظت پایین مواد انجمادی . سلول و تبدیل آن به یخ در خارج از سلول دارد
کنند   ییگر برای تشکیل فرم یخ جلوگیری مهای آب با یکد شیمیایی هستند که از تجمع مولکول مواد(

دستیابی است و  و میزان سرمای آهسته، قابل) )17(باشند ی آبگیری آب داخل سلولی ضروری میو برا

                                                 
1. Liquid nitrogen  
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، معمولاً اه در این روش، آبگیری جنین. افتد کردن اتفاق دهد که آبگیری در طول سرد می اجازه
دستیابی  افذ، قابل درصد محافظ انجمادی ن11 تا 10دادن جنین در محلول محتوی   قراری وسیله به

 . شود  آغاز میseeding ی ی یخ به وسیلهها  کاهش یافته و رشد کریستالسپس دما،. است

seedingآب به فرم جامد کند می وقتی کریستال یخ رشد. کند  میءییر از حالت آب به یخ را القا، تغ ،
 ، منجر به خروج آب از سلولین افزایش غلظت محلول خارج سلولیشود و همچن می تبدیل
 . )20(شود می

 1972کردن آهسته در سال  استفاده از روش سرد های موش با مرتبه، جنین برای اولین
ر با استفاده از این تکنولوژی با  برای اولین1973 در سال 2 و روسون1ویلموت. )21(شدند منجمد

کردن و انتقال جنین، به تولد  که به دنبال گرم را منجمد کردندهای گاوی  آمیزی جنین طور موفقیت به
شده تا  های منجمد ، اولین تولد زنده از جنیننسانیهای ا  انجماد جنینی در حوزه. زنده منجرگردید

های  ، نسبت به آسیبشده در آزمایشگاه های تولید که جنین چرا. )22(بود  گزارش نشده1983سال 
 .)23(ندباش شده در بدن می های تولید تر از جنین ناشی از سرما بسیار حساس

 
 ای  انجماد شیشه2-1-1-1

قیمت   مطرح شد، روشی است ارزان1985ال ، در س 4و فاهی 3 بار توسط رال ای که اولین انجماد شیشه
  در این.)24(گیرد می ستانداران، مورد استفاده قرارهای پ وسیع برای حفظ انجمادی جنین طور که به

شوند که با  می ، شبیه شیشه منجمد الیشکل فاقد ساختار کریست ها به جسم جامد بی فرایند، سلول
، در این فرایند، تشکیل یخ )3(پذیر است  ترکیبی از مواد محافظ انجمادی و سرمای بسیار زیاد امکان

 کافی پایین ی در دماهایی که به اندازه. شودمی ول با شکلی شبیه شیشه جایگزینداخل و خارج سل
، جامد ه و بدون تشکیل شکل یخشد5ها بسیار چسبنده محلول) گراد   سانتیی  درجه-130(هستند 

چون در . )17(دهد کردن سریع رخ می د سری وسیله  به،6چسبندگیبنابراین آبگیری و افزایش . شوند می
های پستانداران طی  شود، خطر صدمه به جنین می شدن یخ جلوگیری کریستالیزهش از این رو
ها در تمام مراحل پیش  تواند برای جنین ای می  انجماد شیشه.)24(رساند حداقل می انجمادی را به حفظ
قادر ین،  تکوین جنی هر چند هنوز نامشخص است که کدام مرحله. باشد کاربرد داشتهگزینی،  از لانه

                                                 
1.Wilmut 
2. Rowson 
3  . Rall 
4. Fahy  
5  . Viscose 
6. Viscosity 
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 حیات را ی بود و بعد از ذوب، بالاترین درجه ای خواهد شیشه تحمل فرایند انجماد به
 .)24(داد خواهد نشان

 
 مواد محافظ انجمادی 2-1-1

های آب با یکدیگر برای تشکیل  شیمیایی هستند که از تجمع مولکول، مواد مواد محافظ انجمادی
این . )17(وانند آب را بدون تشکیل کریستال، شبیه شیشه سازندت کنند و می  جلوگیری میشکل یخ،

مان بیشتری ها، ز  انجماد پایین آنی علاوه، نقطه ولی ضروری هستند بهسل مواد برای آبگیری آب داخل
دار بسیار کم شکل یخ نیز ها حتی در صورت وجود مق ، زیرا ارگان)25(کند  برای آبگیری ایجاد می

منظور عملکرد  بایستی به باشد که می خاطر اهمیت ارتباطات سلولی می این مسأله به. بینند آسیب می
ت پایین آن بودن قدرت نفوذ و سمیّ  یک محافظ انجمادی، بالای لازمه .)16(شوند  مناسب حفظ

ت زیرا در اس شده رکزت مواد محافظ انجمادی متمتلاش دانشمندان بر روی کاهش سمیّ .)26(است
انتخاب  .)27(ت مواد محافظ انجمادی عامل منفی اصلی است، اثرات شیمیایی و سمیّای شیشه انجماد

این . نظر قدرت نفوذ ت و سپس ازنظر سمیّ یستی با دقت صورت گیرد، ابتدا ازمواد محافظ انجمادی با
هش زمان تماس جنین با ها در دماهای پایین و با کا ت آنی هستند، ولی سمیّمواد در غلظت بالا سمّ

 .)25(یابد آن کاهش می
 : ، عبارتند ازروند کار می مواد محافظ انجمادی که امروزه بهانواع 
ولیدون، ترهالوز، پروپاندیول، رپی وینیل الکل، پلی وینیل گلیکول، پلی گلیکول، پروپیلن اتیلن
 .سولفوکساید، فیکول، گلیسرول، گلوکز متیل دی

 
 ثر در میزان موفقیت انجمادؤ عوامل م3-1-1

 : ترین عوامل دخیل در موفقیت انجماد جنین عبارتند از مهم
.  عنوان یک عامل مهم در میزان حیات پس از انجماد اهمیت دارد به:  تکامل جنینییمرحله -

 تکامل ی  نشان دادند که استفاده از مراحل پیشرفته1993 در سال )28( و همکارانش 1مایاک
های ثانویه  شده، به بلاستوسیست های منجمد شود که نسبت بالایی از جنین می باعث
 .یابند تکوین

 میزان نفوذپذیری آن، استفاده و یخ مورد نوع ضد این عامل با توجه به:  زمان تعادل و آبگیری -
 .استمتغیر 

                                                 
1. Miyake 
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داد که با سرعت  ای در این زمینه نشان مطالعه. استعاملی بسیار حائز اهمیت : سرعت انجماد -
کلی در  طور به. )29(است برای تسهیم، بالاتر بوده ها انجماد آهسته، درصد پیشرفت جنین

سلولی فرصت کافی برای خروج از سلول را دارد و محیط  ب داخلهای پایین، آ سرعت
سرعت سرد شود آب  شود اما اگر محیط به تدریج دهیدراته می زند و سلول به  یخ نمیاطراف،
 ته چون سرعت انجمادالب .زند کند و یخ می ی فرصت خروج از سلول را پیدا نمیسلول داخل

ند که دهمینشان های اخیر  داده.بود وچک خواهندک ،شده های یخ تشکیل سریع است، بلور
 .)30(، ارجحیت داردسرعت انجمادی آهستهسرعت انجمادی سریع نسبت به

 
 های آن ای و روش  انجماد شیشه4-1-1

 ی کردن حیواناتی با صرفه معرض انقراض و کلون ای، حفظ حیوانات در هدف از انجماد شیشه
های  روش. )31(باروری است مشکلات نازایی و نا آمدن به  فائقهمچنین روشی برایاقتصادی بالا 

 :ای عبارتند از مختلف انجماد شیشه
 OPSروش  -1

 EMGروش  -2

 GMPروش  -3

 SSVروش  -4

 Cryoloopروش  -5

  .Cryotopروش  -6

 
 
  OPS 1   روش1-4-1-1

. )26(شد برده کار ها به  جنینی ذخیرهای و های پلاستیکی جهت انجماد شیشه نی1980در سال 
خامت دیواره ها در اثر خاصیت موئی انتهایی یک نی که قبلاً تا نصف قطر و ض ، جنینروش این در

 از حجم ستون مایع ،کاهش قطر داخلی. )32(شوند می است، در نی پر یک شدهتوسط گرما بار
 1-2(شود بسیار کم  نجمادی که همراه جنین وارد نی میشود که میزان محلول ا می  و منجر)33(کاسته
 سرعت انجماد را از طرفی تماس نزدیک بین جنین و نیتروژن مایع،. )32(باشد) ولیترمیکر

، نیاز به کردن نی در نیتروژن مایع ناورروش این است که ش ولی مشکل این. )26(دهد می افزایش
                                                 
1 . Open Pulled Straw 
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شده  ذوب-های منجمد دارد که در جنین رفی امکان شکست زوناپلوسیدا وجوددرپوش دارد و از ط
 .)34( شایع استی یک پدیده

 
  EMG 1 روش 2-4-1-1

این . )35(شود می رید میکروسکوپ الکترونی انجامای با استفاده از گ ، انجماد شیشهEMGدر روش 
، به جلوگیری از آسیب مدت در این روش کرده و تعادل کوتاه جنین تسریع روش،  انتقال دما را به

کند، در نتیجه میزان بقاء بعد از ذوب  بالای مواد محافظ انجمادی کمک میاسموتیک ناشی از غلظت 
، نجماد آهستهوده و در مقایسه با امزیت دیگر این روش این است که سریع ب. دهد  افزایش میرا

 ، اتساع مجدد و شکوفایی بیشتری نسبت بهاز طرفی میزان بقاء. )36(احتیاج کمتری به وسایل دارد
ای است که ممکن است  ، آسیب مکانیکیعیب این روش. )35(است شده ای با نی گزارش انجماد شیشه

ها پس از  ت نیاز به سلامت مورفولوژیک جنینعل که به.  چسبیدن به گرید وارد شودها در اثر به جنین
 .)36(پوشی نیست ، قابل چشمانجماد

 
  GMP 2روش  3-4-1-1

ای به  ر این روش، از یک میکروپیپت شیشه است که دGMP، ای د شیشههای انجما از دیگر روش
داده و نهایتاً منجر به کاهش  ان انتقال سرما و گرما را افزایشکه میز )37(شود می جای نی استفاده

ود ش می  همچنین قطر داخلی کم آن منجر.نیستدر این روش نیاز به درپوش . شود آسیب به جنین می
عیب این . )38(یابد ه محافظ انجمادی همراه جنین کاهشای، ماد کردن میکروپیپت شیشه رکه هنگام پ
 .)38, 37( دشوار استکردن آن با جنین است که ساخت این وسیله و پر روش این

 
 SSV  3  روش 4-4-1-1

ین در ا. شود می توسط فویل آلومینیومی استفادهشده  در این روش، از یک مکعب فولادی پوشیده
 فولادی، ها بر روی مکعب دادن جنین از طرفی، در این روش قرار. یابد می ما افزایشروش نیز میزان سر

 .)39(دارد ها وجود دادن جنین دشوار بوده و امکان از دست
 
 

                                                 
1 . Electron microscope grids 
2 . Glass micro pipette 
3 . Solid surface vitrification 
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 Cryoloopروش  5-4-1-1
 ی  نایلونی باریک جهت ذخیرهی، عبارتست از حفظ انجمادی با استفاده از یک حلقهروش کرایولوپ

این روش .  )40(شود  می محافظ انجمادی حاوی جنین که مستقیماً وارد نیتروژن مایعی یک لایه ماده
های  سپس برای حفظ انجمادی بلاستوسیستهای پروتئینی و  بار برای انجماد محلول برای اولین

حجم کم مواد محافظ انجمادی همراه جنین بر روی کرایولوپ و نیز . شد برده کار انسانی و میمون به
های دیگر این روش  از مزیت. شود میتماس نیتروژن مایع، منجر به افزایش بسیار زیاد میزان سرما 

نتایج این مطالعات . )41(یابد ها کاهش می لحاظ داشتن درپوش، امکان آلودگی جنین این است که به
 .ای با کرایولوپ، نتایج خوبی برای تولید جنین خواهدداشت دهد که روش انجماد شیشه نشان می

 
 Cryotopروش  6-4-1-1

 محافظ انجمادی ی ای است که با کمترین حجم ماده  انجماد شیشههای یکی از روشاین روش 
تاپ، یک نوار رایوک. شود می رایوتاپ تجاری استفادهدر این روش از یک ک .)43, 42(شود می انجام

 ی که به یک دستهاست متر   میلی1/0متر و ضخامت   میلی20 طول ،متر  میلی4/0باریک با عرض 
، از یک لحاظ محافظت از این نوار باریک در نیتروژن مایع به. است شده پلاستیکی محکم متصل

 محافظ انجمادی که ی در این روش علاوه بر حجم کم ماده. شود می ندن آن استفادهپوش برای پوشا در
) -C 196°(گیرد، سرعت سرما نیز در اثر تماس جنین با ازت  می کرایوتاپ قرارروی  اه جنین برهمر به

د  و جهت انجمااستیادگیری  سهولت قابل اعتماد و به این روش ساده، سریع، قابل. یابد می افزایش
ای  شیشه ین روش انجمادا. )3(فاده استاست های رشد قابل انسانی در تمام فازهای  ها و جنین اووسیت

میزان . )42(است شده  درصد تولد زنده منجر45حاملگی و  درصد 53های انسانی به  بلاستوسیست
، میزان ایجاد MIIهای انسانی  ای اووسیت لحاظ مورفولوژی  بعد از انجماد شیشه بهبقاء 

گزارش صد   در41 و 50، 95ترتیب  ها به شده پس از انتقال آن ستوسیست و حاملگی ایجادبلا
وش کرایوتاپ ر شده به ذوب-های منجمد  اولین تولد زنده حاصل از اووسیتهمچنین. )44(است شده

 )).1-1(شکل( )45(است در آمریکا گزارش شده
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 . گیرند می  قرارها در پشت مربع سیاه رنگ آن نوار باریک که نمونه) a .کرایوتاپ): 1-1(شکل            

b                  (پلاستیکی ی دسته c (  درپوشd (کرایوتاپ با درپوش محافظ بر روی آن. 
 

 

 
 گزینی ن پس از لانهاثرات سوء انجماد بر تکوی 5-1-1

شده  ذوب-های انسانی منجمد دادند که انتقال جنین  نشان1995 و همکارانش در سال 1ساتکلیف
های طبیعی  تر از حاملگی رحم مادران باعث ایجاد زایمان زودرس و تولد نوزادانی باوزن کم به
-های منجمد  نشان دادند، انتقال جنین1995 و همکارانش در سال 2همچنین دولیوست. )46(شود می

ی  هشود که در دوران بلوغ وزن بیشتری دارند و یا در ناحی موش باعث تولد نوزادانی می شده به ذوب
 .)47(شود می گروه کنترل مشاهده اندکی نسبت بهها تغییرات  استخوان ماندیبل آن

 
 3ژنتیک  اپی2-1

برگشت   تغییرات ارثی قابلی ژنتیک به مطالعه اپی است و علم "فرا" و به معنای  یونانیی  از ریشه4اپی
های   مکانیسم.)49, 48(پردازد ها می ون تغییر در توالی نوکلئوتیدی آنها، بد  ژندر عملکرد و بیان

                                                 
1. Sutcliffe  
2. Dulioust  
3. Epigenetic  
4. Epi 
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های  RNAها و تنظیمات وابسته به  ، تغییرات در سطح هیستونDNAژنتیکی شامل متیلاسیون  اپی
عنوان عوامل اصلی کنترل بیان ژن در طی رشد ونمو سلول مطرح  شود که به  می1غیررمزگذار

 و نیز الگوی بیانX 2شدن کروموزوم  فعال غیر، هایی مانند ایمپرینت ژنومی پدیده. )50(هستند
توجهی  طور قابل اهمیت هستند، به  جنینی بسیار حائزی های ژنی که در فرایند تکوین مراحل اولیه دسته

 .)50(ژنتیکی مرتبط است های اپی با مکانیسم
 
 3 تغییرات هیستونی1-2-1

گیری  ، نقش بسیار مهمی در شکل4 ساختار نوکلئوزومی دهنده های تشکیل حدعنوان وا  بهها هیستون
خوردن آرایش کروماتین همتواند باعث برها می شده روی آن  کروماتین دارند و تغییرات اعمالساختار
 5پس از ترجمهض تغییرات د، در معر دم خویویژه در ناحیههای هیستونی بهپروتئین. )50(شود
 و 6این تغییرات شامل استیله. شوند می  نامیده»هیستونیات تغییر« گیرند که در مجموع می قرار
و نهایتاً ) T(و ترئونین) S(سرین8شدن ، فسفریله)R(و آرژینین) K(های لیزین  اسیدآمینه 7شدن متیله
 .)50( لیزین است10شدن و ساموییله9 کوییتینه یوبی

 از شود عبارت  مطرح میساختار کروماتینات  مکانیسم اصلی تأثیر انواع تغییرعنوانآنچه امروز به
 و 11پروتئین-های پروتئین کنش های خاص، برقراری میان شناسایی این تغییرات توسط پروتئین

 . است کروماتینییافتهنواحی تغییرهای عملکردی بهها و پروتئینفراخوان آنزیم

» 12هیسـتونی  کـد « نـام  ماتین، اصطلاحی به  ساختار و عملکرد کروبرهیستونی تأثیر تغییرات در مبحث 
هـا در بـروز      تلف و وجود ارتباط متقابل بـین آن       معنی تلفیق چندین تغییر مخ      که به  )51(شود  می  مطرح

 H3 در هیسـتون     10 ی  شدن سرین شماره  عنوان مثال فسفریله   به .یک عملکرد بیولوژیکی خاص است    
)H3-S10ph ( 12 ی  در لیـزین شـماره  شدن همین هیسـتون همراه استیلهبه )H3-K12ac ( نیـز   و

                                                 
1. Noncoding RNAs  
2. X inactivation 
3. Histone modification 
4. Nucleosome  
5. Post translated modification 
6.  Acethylation 

7. Methylation 
8. Phosphorylation 
9. Ubiquitination 
10. Sumoylation 
11. Protein-protein interaction 
 
12. Histon code  


