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تكامـل جنـين    بررسـي    تسهيل يكي از راههاي     ،تليال لولـه رحم با جنين      از كشت همزمان سلولـهاي اپي     استفاده

 از تليال لولـه رحـم     و سلولـهاي اپي   جنين تكامل ولي فقدان محيطي مناسب براي       ؛باشد  در محيط آزمايشگاه مي   
تليال لولـه رحـم     هاي مختلف كشت بر روي سلولـهاي اپي       محيط در اين مطالعه اثرات      .استاين روش   مشكلات  

 و بـدون    بـاروري  سـال بـا سـابقه        40 زن زيـر     19 لولـه رحـم از      سلولـهاي .استو تكامل جنين بررسي شده      
سلولــهاي غنـي از     . رديـد گهيسـتركتومي كامـل شـكمي تهيـه         طريـق   داشتن ضايعه پاتولوژيك لولـه رحم بـه        

 و DMEM/F12، RPMI-1640 كشـت    محـيط تليال لولـه رحم به صورت آنزيمي و مكانيكي تهيه و در سـه               اپي
Ham's F10 مـاتري  روز بر روي پلاسـتيك و  7 سلولـها به مدت ، بار پاساژ سلولي4 پس از . شدندداده كشت 

 در طي پاساژهاي سلولي سلولـهاابليت حيات و مرگ ق.  كشت داده شدندهژل به منظور تهيه سلولـهاي پولاريز
 جنـين   48،  45،  117بعـلاوه   .  بلـو بررسـي گرديـد      تريپان و    رد آميزي حياتي نوترال    و بعد از آن به وسيله رنگ      

 120 مـدت  بـه  Ham's F10 ، RPMI- 1640 ، DMEM/F12هـاي    محيطدر سلولي انسان به ترتيب 4-8اضافي 
 حيات ســـلولـها در طـي كشـت       قابليت.  ساعت بررسي گرديد   24ولوژي آنها هر    ساعت كشت داده شد و مورف     

   Ham F10و %) RPMI-1640) 95 بـا بـود كـه در مقايسـه    % DMEM/F12 100 در محيط  سلوليپاساژاوليه و 
. داري بين محيطهـاي مختلـف ديـده نشـد           معني تفاوت ولي پس از پاساژ سلولي       ؛)>05/0P(دار بود  معني%) 93(

 بـا   مقايسـه بـود كـه در   % 4/79 بودنـد  رسـيده لا و به مرحلـه مـور  Ham's F10هايي كه در محيط  جنيندرصد 
RPMI-1640) 8/68 (%  وDMEM/F12) 5/62 (% بودبيشترداري   بطور معني )05/0P<( . تـوان   از اين مطالعه مـي

  يطهـاي  پاسـاژ و تكثيـر سلولــهاي لولــه رحمـي نسـبت بـه مح                درطـي  DMEM/F12 محـيط نتيجه گرفت كـه     
Ham's F10 و PRMI-1640 سلولــهاي  ، سلولي و در مرحلـه كشـت همزمـان   پاساژولي بعد از دارد؛  يتحارج 

  .باشد تر مي مناسبهاي ديگر   به محيطنسبت Ham's F10 محيط ،لولـه رحمي با جنين
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  ...                دكترغفاري و                        لـه رحم و جنينهاي مختلف كشت بر روي سلولهاي لو اثرات محيط

٦  81زمستان / ناباروري فصلنامه باروري و

 مقدمه

 بطـور  ART(1( كمـك بـاروري آزمايشـگاهي      هاي  تكنيك
اي مشكلات زوجهاي نابارور را حل نمـوده    قابل ملاحظه 

 از تولد اولـين     دههدو  بيش از    ولي عليرغم گذشت     ؛است
نـوزاد سـالم از     تولـد    هنـوز ميـزان      ،نوزاد آزمايشگاهي 

مانـده     بـاقي  %20 حـدود و در    پـايين    نسـبتاً  ARTطريق  
 ايـن موفقيـت، كيفيـت       كاهشعلل  همترين  ميكي از   . است

نامطلوب شرايط محيط آزمايشگاهي براي رشـد و نمـو          
 مطالعات انجام شده بـر . باشد   مي گزيني  لانهجنين قبل از    

 كـه   داردهاي مختلف پستانداران دلالت بر آن         گونهروي  
، )3(، فعاليت بيوشيميايي  )2(، تعداد سلول  )1(ميزان تكامل 
تـر از     محيط آزمايشـگاه پـايين     در   جنين) 4(قدرت حيات 

 مرحلهها در     تكامل اكثر جنين  . باشد  محيط داخل بدن مي   
به دنبال كشت ) شدن ژنوم جنين زمان فعال( سلولي 8-4

توقف تكاملي سبب   ). 5،6(شود  در آزمايشگاه متوقف مي   
  هـا در مراحـل اوليـه تقسـيم         در عمـل جنـين    گردد كه     مي

ــه داخــل رحــم منتقــل شــون ) ســلولي 8-4( ــال  ودب  انتق
سـبب ناهمـاهنگي كامـل بـين رشـد و           ها،    جنينزودرس  

همـراه كيفيـت بـد      گردد كه به      ميندومتر  ا جنين و    تكامل
باعـث كـاهش ميـزان      جنـين    متـابوليكي مورفولوژيك و   

 .شود ميگزيني و حاملگي  لانه

بهبـود شـرايط محـيط كشـت بـه          بـراي    متعدد   تلاشهاي
ژي بـــا هـــا و منـــابع انـــر  تعـــديل الكتروليـــتوســـيله

ابـداع  ). 7،8(استهايي درموفقيت روبرو شده       محدوديت
سيستم كشت همزمان جنين با استفاده از انواع مختلـف          

 مؤثرتري بـراي نگهـداري      وسيلهكننده    سلولـهاي حمايت 
و رشد و تكامل جنين در محيط آزمايشگاه فراهم نموده          

دهـد تـا ميـزان تكامـل جنـين را             ما اجازه مـي    بهو  است  
 افــزايشو در نهايــت ميــزان حــاملگي را يم  بخشــبهبــود
هاي سلولي مورد استفاده براي  متداولترين رده). 9(دهيم

 تليــال لولـــه رحــم  اپــيسلولـــهايتكامــل جنــين انســان 
  ، سلولـــــهاي كليــــه ميمــــون ســــبز )10 (2گوســــاله

                                                           
1-Assisted Reproductive Technology  
2-Bovin 

ــوزا)11(3آفريقــايي ـــهاي گرانول ســلولهاي   و)12(، سلول
 موفقيـت   ميزان). 13(باشند تليال لولـه رحم انسان مي     اپي

هــاي مختلــف  سيســتم كشــت همزمــان بســتگي بــه رده
 براي نگهـداري    استفادههاي كشت مورد      سلولي و محيط  

تليال   با توجه به نقش بالقوه سلولـهاي اپي      . سلولـها دارد 
گزينـي در داخـل        در تكامل جنين قبـل از لانـه        رحملولـه  
 ســلول بهتــرينرســد ايــن سلولـــها   بــه نظــر مــي،بــدن
 تكامل جنين برايكننده در سيستم كشت همزمان       يتحما

  ).14(باشند مي 4در محيط آزمايشگاه
  جملــــــه از ي كنـــــون محيطهـــــاي مختلفــــ ـ  تـــــا 

RPMI-1640, Ham's F10, DMEM/F12 ــت  در كش
 ولي تا كنون در هيچ كدام       ؛ برده شده است   كار  به سلول

 بـا   محيطهـا اي بـين اثـرات ايـن         از اين مطالعات مقايسـه    
تليـال    ر روي تكامـل جنـين و سلولــهاي اپـي          يكديگر و ب  
 بـه  آزمايشـگاهي در محـيط  به طور جداگانـه   لولـه رحم   

هدف از اين مطالعه بررسي اثرات اين       . عمل نيامده است  
تليال لولـه رحـم انسـان         اپي سلولـهايها بر روي      محيط

ــولاريزه  ( ــولاير و پ ــه روش من ــده ب در ) كشــت داده ش
لي و تكامـل جنـين در        كشت اوليه و پاسـاژ سـلو       مراحل

  .باشد محيط آزمايشگاه مي
  

   وروشها مواد
  انسان بافت لولـه رحم تهيه -1

 زنان جراحي بين مراجعين بخش ازبافت لولـه رحم 
هيستركتومي كامل پس از خان،  كوچك بيمارستان ميرزا

سابقه با  ، سال45-31 سنين بين زن 19 از شكمي
 تا 25 منظم  سيكل قاعدگي و حاملگي موفقيك حداقل

 دلايل ديگر بدون يا رحمي فيبروئيددليل به  روز، 35
تمام .  رحم تهيه شدلولـهوجود اشكال پاتولوژيك در 

كميته مجوز ها با اطلاع و رضايت كامل بيماران و  بافت
سپس  . شدندآوري جمع سينا  پژوهشكدة ابناخلاقي
   شرايط استريل داخل محلول درهاي رحمي  لولـه

                                                           
3-Vero 
4-In vitro 
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٧  81زمستان / ناباروري فصلنامه باروري و

HBSS110 %)Sigma,USA(  سيلين  حاوي پنيكه  
IU/ml 100 استرپتومايسين و µg/ml 100 (Sigma,USA) 
  . داده و به آزمايشگاه منتقل شدقراربود، 

  

 صـورت   بـه  تليال لولـه رحم    اپي سلولـهاي اوليه كشت   -2
  : منولاير

 HBSSقـرار داده و بـا        2ظرف كشت  در    رحم لولـه ابتدا
 قيچي پنس و    توسطلولـه   و سپس شد   شستشو   استريل

شـد   داده   برش انتها   تا شيپور ناحيه   از صورت طولي    به
هـاي   تكـه از آن    پـس  . مشـخص گـردد    داخلـي تا قسمت   

 قسمت آمپـول    از)  mm31به ابعاد   (كوچك بافت پوششي    
تيـغ  توسـط  سـپس   و  شد  لولـه رحم توسط قيچي بريده      

 داخـل  و بـه  هاي كوچكتري تقسيم گرديد       تكهبه  اسكالپل  
 %25/0 3كلاژنـاز از محلول    ml5تريفوژ حاوي    سان لولـه

ــوع   ــه نــ ــه) Sigma,USA( 4درجــ   % HBSS 10 در كــ
)Sigma,USA (در درجه حـرارت     و منتقلبود   شده   تهيه 

0c37    مدت لولــه    ايندر  .  ساعت قرار داده شد    1 به مدت 
 1 پـس از  . شـد  مـي  دقيقـه تكـان داده       15 هـر با ورتكس   

 قسمت  . شدند يننش ته ، شده از هم   جدا يسلولـهاساعت  
و ســپس بافــت شــد برداشــته ) حــاوي كلاژنــاژ(روئــي 
 بصــــورت% ml5 ،HBSS 10 بــــا شــــدهنشــــين  تــــه

پـس از آن محلـول روئـي        . سوسپانسيون سلولي درآمد  
 ريخته  سانتريفوژ مساوي در سه لولـه      بطوربرداشته و   

 ســانتريفوژ دقيقــه 5 مــدت راي بــg1000و بــا دور شــد 
   ا ب ـ هـا  رسـوب  ختـه و  قسمت روئي دور ري   سپس  . گرديد

ml5هاي كشت   محيطDMEM/Ham`s F12 و RPMI و 
Ham`sF10ســــــيلين   حــــــاوي پنــــــيIU/ml100 و 

سـرم  % mg/µl100) Sigma,USA(  ،5/2استريتومايسين  
   سـرم   NU% 5/2و  ) GIBCO,Germany(جنين گوسـاله    

)GIBCO,Germany (   لازم بـه  . به حالت تعليـق درآمدنـد
ه بر مواد فوق شـامل   علاوHam`s F10ذكر است محيط 
 ســپس. كربنــات ســديم بــود و بــي% 5/2كلسـيم لاكتــات  

                                                           
1-Hank`s Balance Salt Solution 
2-Petri dish 
3-Collagenaze 

و داخـل  شـدند   ريختـه   ml25 فلاسـك  داخـل  بـه    سلولـها
روز  3 مدت   به% Co25 حاوي   ،oc 37  با دماي    انكوباتور

هـا سـپس در روز       فلاسك. قرار گرفتند ن  بدون تكان داد  
ــارم ــيله چهـــ ــه وســـ ــكوپ بـــ ــوري ميكروســـ    نـــ

هـاي سـلولي      يا تكه  جزاير با مشاهده    انهمزم  و بررسي
 .ندشـد  عـويض هـاي كشـت ت     چسبيده به فلاسـك محـيط     

حـدود  ( 4اي سـلولي    لايـه  تـك پوشش  همزمان با تشكيل    
 فلاسك ديگري پاسـاژ داده      داخلسلولـها به   ) روز هفتم 

تليـال از    ميزان موفقيت جداسازي سلولــهاي اپـي      . شدند
كروسـكوپ بـا     سلولـهاي لولـه رحمي به وسيله مي      ساير

 يـا ايمنوهيستوشـيمي     )Olympus,Japan (فاز كنتراسـت  
  . شدبررسي

  
   سلولي پاساژ -3

و سـپس   شـد   خـارج    محـيط كشـت داخـل فلاسـك          ابتدا
 از محلـول    ml3-2سلولـهاي داخل فلاسك در مجـاورت       

 گرفتنـد و بـه      قرار) Merck,Germany(% 25/0تريپسين  
ــدت  ــاي 2م ــه در دم ــه oC37 دقيق ــ.ند شــدانكوب د از  بع

 سـلولي    سوسپانسيونجداشدن سلولـها از كف فلاسك      
  سـپس  . سـانتريفوژ شـد    g1500 دقيقه با دور     5به مدت   

آنزيمهـاي   شـد تـا      شستشـو  بـار  دو HBSSسلولـها با   
 روي رســوب پــس از آن. گــرددفعــال حــذف تريپســين 

 4-5محيط كشت اضـافه شـد و بعـد از گذشـت              سلولي
از سطح   تريسپين   آنزيم كه در طي عمل      يسلولـهاي ،روز

 بـه   رافلاسك جدا شده بودند به تـدريج اتصـالات خـود            
و سلولـها شروع به رشد و تكثير كرده سطح پليت ايجاد 

 پاساژ سـلولي انجـام      مرحله 4در اين مطالعه تا     . نمودند
  . گرفت

  

   لولـه رحمتليال اپيهاي ل پولاريزه سلوكشت -4
ــوع ــا Insert HA Milli Cell نـ ــايبـ   µm5/0  پرزهـ

)Millipore,USA ( ــت داخــلدر ــره24 كشــت پلي اي   حف
ــدود   ــته و ح ــاتريكس µl200گذاش ــارج از م ــلولي خ    س

                                                           
4-Confluence   
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)Matrigel ((Uniscience Collaborative Biomedical 

Products, Bedford,USA) سل ريخته و بعد   ميليداخل
µl 500 ــيون ــي سوسپانسـ ـــهاي اپـ ــال روي   سلولـ تليـ

يط كشت در اطراف     مح ml5/0 شد و    قراردادهژل   ماتري
 سوراخهايتا محيط كشت از طريق      شد  سل ريخته    ميلي

 رحم  لولـهتليال   سل به سلولـهاي اپي    قسمت تحتاني ميلي  
ــا  . برســد ــاتور ب ــك انكوب ــت در ي    و% CO2 5ســپس پلي

O295 %0 درجه حرارت    وc37    بعـد  سـاعت  72 گذاشته و 
 روز كشـت    7سلولـها به مدت    .  كشت تعويض شد   محيط
  نـــوري ميكروســـكوپ و ســـپس زيـــر   شـــدندداده

)Ziss-Germany(مورد مطالعه قرار گرفتند .   
  

  : نوع سلول كشت داده شده -5
 سـاير  موفقيت جداسازي سلولـهاي اپـي تليـال از          ميزان

سلولـهاي لولـه رحمي به وسـيله ميكروسـكوپ بـا فـاز            
  . شدبررسيكنتراست يا ايمنوهيستوشيمي 

  ):15( ايمونوهيستوشيميروش -1-5
 Sigma رفته در اين آزمايش از       بكار مواد شيميايي    مامت

 و  اوليـه تليـال     اپـي  منـولاير سلولــهاي   .  شده اسـت   تهيه
ــاژ داده  ــدهپاسـ ــين  شـ ــايتوكراتين و ويمنتـ ــراي سـ  بـ

. گـردد تليالي آنهـا تأئيـد       آميزي شدند تا طبيعت اپي     رنگ
تعيـين   (شناسـايي سـايتوكراتين   بـراي    سلولـها   از نيمي

بـراي   سلولــها و نصـف ديگـر از    ) ليالت مورفولوژي اپي 
) فيبروبلاسـتيك تعيـين مورفولـوژي     (شناسايي ويمنتين   

 محــيط سلولـــها ابتــد .آميــزي ايمنوشــيمي شــدند رنــگ
 دقيقـه بـا    5/1 مـدت    بـه تعويض شـد و سـپس سلولــها         

   1فرتريسبــا بــا و و متانــل مجــاور اســتن 50:50محلــول
M05/0    ايزوتونيك در سالين M15/0   د شستشو داده ش .

 اوليـه سـايتوكراتين بـا       بـادي  آنتيسلولـها با   پس از آن    
توسـط  كـه    1: 200 رقـت    بـا  يمنتين و آنتي و 1:400رقت

 سـاعت در    2 مـدت    بـه  بودنـد را     هشـد رقيـق   بافرتريس  
 سپس با بافر تريس در رقـت        وانكوبه  آزمايشگاه  دماي  

ــي1: 20 ــي   از آنتـــ ــد موشـــ ــه ضـــ ــادي ثانويـــ    بـــ
                                                           
1-Buffer tris 

)DAKO, DK-2600 Glostrup, Denmark ( بـه  و تهيـه 
  گونه واكـنش متقـاطع     هرتا از   شد   انكوبه دقيقه   30مدت  

آلكالين فسفاتاز موشـي كـه        محلول آنتي . جلوگيري شود 
 نفتـول   mg2 شـامل    2رنـگ /حاوي يك محلول سوبسـترا    

ــفات ــد  ديml2/0، 3فسـ ــل فرماميـ ــول ml10، 4متيـ  محلـ
 بـود و در  mg10 TR Fast Red Salt و M1 5لـواميزول 

ml10  دقيقه انكوبه   15يس تهيه شده بود به مدت        بافر تر 
 در بافرتريس تهيه شد     1:40شد و سپس از محلول رقت       

 دقيقه با آن انكوبه     30و سلولها بعد از شستشو به مدت        
 شسشتو داده شد و تريس  سلولـها باسرانجامو . شدند

 و انكوبـه  دقيقـه  1 مدت به Gill,s Haematoxylinبعد با 
 ميكروسـكوپ   توسط وشدند   داده لام قرار    روي بربعد  

  . نوري مورد ارزيابي قرار گرفتند
  
   كيفيت سلولـهاو زيست قابليت -6
   :ميكروسكوپ نوريبا  مورفولوژيك سلولـها بررسي  ـ6ـ 1

 به صورت كشت منـولاير      ميكروسكوپ در زير    سلولـها
باشـند و نـور را از        و كشت پولاريزه كـاملاً شـفاف مـي        

 كـه سلولــهاي غيـر       ي صـورت  در. دهنـد   عبـور مـي    خود
 گرانولهـاي بـا   طبيعي و در حال مرگ به صورت تيره و          

شـوند كـه در اينصـورت         ديده مي داخلي كاملاً مشخص    
  .اند كه سلولـها وارد فاز مرگ شدهمسلم است 

  : )16(روش رنگ سنجيـ 6ـ2
 -7-3 آمينـو    -3( 6قرمز خنثي  mg/ml5ذخيره    محلول از
ــل دي ــو  متيـ ــازي-2آمينـ ــل فنـ ــدرون  متيـ ــدهيـ    ) كلرايـ

)Merck-Germany (ــا ــت ب ــر  µg/ml 40 رق در آب مقط
 داده  قـرار  oC37 شـب در انكوبـاتور       يكو به مدت    تهيه  
 دقيقه بـا    10به مدت   قرمز خنثي    لولـه حاوي    سپس .شد

 كريسـتالي  هاي   تا رسوب  دي سانتريفوژ گرد  g1500دور  
بـراي  از محلول روئـي رنـگ       . شوداز محيط رنگ خارج     

محـيط رويـي    پـس از آن     . شدمايشات استفاده   انجام آز 
                                                           
2-Substrate/ Stain 
3-Naphtol AS Phosphate  
4-Dimethyl formamide 
5-Levamisole 
6-Neutral red  
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بـه  قرمز خنثي    رنگ   از µl200 به آرامي خارج و      اسلولـه
 سلولــهاي (ند  دش ـ ساعت انكوبه    3 مدت   به اضافه و    آن

 ليزوزمهــاي غشــاء توســطرا قرمــز خنثــي  رنــگ ،زنــده
كـردن    ثابـت و بعـد از     كنـد     مي جذب سيتوپلاسمي سلول 

 با اتانل و اسيد استيك  و ليز سلوليفرمالدئيدسلولـها با   
 دسـتگاه   توسطميزان رنگ آزاد شده از سلولـهاي زنده        

 شـد و آنگـاه      خوانـده  nm540 در طول مـوج      1الايزاريدر
  . گرديدمحاسبه سلولـهاي زنده نسبت به مرده درصد

  :)Trypan blue )16 سنجي  روش رنگـ6ـ3
ــان ــو تريپ ــه PBS2 در% Merck-Germany 4/0)( بل  تهي

و در معرض تريپسين قـرار داده شـد         لولـها  ابتدا س . شد
 بـه   سـلول رقـت    (1:1سوسپانسيون سـلولي بـه نسـبت        

و بر روي لام نئوبـار قـرار داده         گرديد  تهيه  ) تريپان بلو 
 شــمارش تعــداد سلولـــهاي مــرده توســط     بــا. شــد

كـل سلولــهاي    سلولهاي مـرده بـه       نسبت ميكروسكوپ،
  .گرديد محاسبه زندهدرصد سلولـهاي و موجود 

  

هاي كشت مخلتف بر روي قابليت حيـات           بررسي محيط  -7
  :سلولـهاي لولـه رحم انسان

ــت ــت قابليــ ـــهاي زيســ ــي در  سلولــ ـــه رحمــ    لولــ
 ROMI-1640, DMEM/Ham`s F12  هاي كشـت  محيط

 بوسـيله  پاسـاژ  مرحله كشت اوليـه و  در Ham`s F10و 
  . آميزي حياتي مورد مطالعه قرار داده و مقايسه شد رنگ

  

ــه -8 ــر     تهي ــا از نظ ــابي آنه ــافه وارزي ــاي اض ــين ه  جن
  : مورفولوژيكي

 IVF3 از بيماران تحت درمان بـا        اضافه جنين   210 تعداد
از تمـام بيمـاران رضـايتنامه كتبـي         .  شـد  تهيه ICSI4 يا

 در  .دش ـ جنينهاي اضـافه آنهـا دريافـت         ازاستفاده  براي  
 پروتوكـل اين بيماران بـراي تحريـك تخمـك گـذاري از            

 HMGو GnRHa (Buserelin, Hoechest)طــولاني 

(Pergonal, Serono) به درمانپاسخ به .  گرديداستفاده 
                                                           
1-ELISA Reader 
2-Phosphat Buffer Saline  
3-In Vitro Fertilization 
4-Intracytoplasmic Sperm Injection 

ــي  ــونوگرافي لگنـ ــيله سـ ــتگاه  وسـ ــا دسـ ــال بـ    واژينـ
)Aloka-SD900-Japan (ــدازه ــري  و ان ــرر گي ــزان مك مي

 بوسـيله   گـذاري تخمـك   . شـد گيري    سرم پي استراديول  
 36.  عضـلاني تحريـك گرديـد      بطور HCG واحد   10000
. آوري شد    جمع سونوگرافيبا هدايت   بعد تخمكها   ساعت  

 16-20 اووســيت بــاروري ICSI يــا IVFپــس از انجــام 
 از تلقيح بـه وسـيله وجـود دو پرونوكلئـوس            بعدساعت  

 ، بعـد از جمـع آوري تخمـك    ، سـاعت بعـد    48. تأييد شـد  
 داخل رحم منتقل گرديـد و       به سلولي   8-4 جنين   4حدود  

ا از نظـر مورفولـوژي و       ها پس از ارزيابي آنه     بقيه جنين 
هــاي  جنــين 5كــردن منجمــد درخواســت زوج بــراي عــدم

 براي تحقيقات بعـدي     ها، اضافه، امكان استفاده اين جنين    
  . شدفراهم 

  
 بر روي تكوين مختلف محيطهاي كشت بررسي - 9

  :جنينهاي انسان
 اضافي بدست آمده ابتدا از نظر مورفولوژي يها جنين

ر محيطهاي كشت  د،بندي بررسي و پس از درجه
DMEM/Ham`sF12, RPMI-1640, Ham`sF10 قرار 

 آن تا مرحله وتقسيممراحل رشد  وداده شدند 
  بلاستوسيست توسط ميكروسكوپ اينورت لوپ

  . زمانهاي مختلف مورد ارزيابي قرار گرفتنددر
 مورد >05/0Pنتايج با استفاده از آزمون مجذور كا و با    

  .ارزيابي قرار گرفت
  

  نتايج
 سلولــهاي  و نوع سلول طي كشت اوليـه و پاسـاژ            يتكيف

  :آمپول لولـه رحم
 كشت اوليه سلولـهاي آمپول لولـه رحم توسـط         مشاهده

ــورت   ــكوپ اينـ  6-7 روز در Phase-Contrastميكروسـ
و الگـوي   هسـتند    كه سلولــها بسـيار متـراكم         دادنشان  

. باشـد  مي و حركت مژكها قابل رؤيت       رندتليوئيدي دا  اپي
چندين توده سلولي در حال تقسيم ميتوز ديـده         همچنين  

                                                           
5-Freeze 
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 در محـيط    سـلول  كيفيـت  و   رشـد اي بين    هيچ رابطه . شد
آزمايشگاه با سن بيمار و مرحله سيكل قاعدگي مشاهده         

آوري شده در مرحلـه فوليكـولي و         سلولـهاي جمع . نشد
.  اوليه داشتندكشتتليوئيدي در  ترشحي همگي ظاهر اپي 

نوهيستوشيمي انجـام شـده      ايم بررسي) 1  شماره شكل(
 سلولــهاي  )%98(در كشت اوليه نشـان داد كـه اكثريـت           

ــي دادهكشــت  ــوع اپ ــوده و درصــد    شــده از ن ــالي ب تلي
  باشــــد سلولـــــهاي اســــتروما بســــيار انــــدك مــــي

  ).2شماره شكل (
 )چهار پاسـاژ در ايـن مطالعـه       (  تا چندين پاساژ   سلولـها

ان لازم  زم ـ طـي پاسـاژها      در. بودند به زنده ماندن     قادر
 روز  4 حدودپوشش سلولي تك لايه     براي تشكيل حالت    

. كـرد  مورفولوژي سلولـها با ادامه پاساژ تغيير مـي       . بود
   نـد بود يتليوئيـد  اپـي  سلولــها  ، اول پاسـاژ بطوريكه در   

ــوم  در ــاژ دوم و سـ ــه در پاسـ ــورتي كـ ـــها صـ    سلولـ
   ظــاهري كــه نــدبود سلولـــهاي فيبروبلاســت  شــبيه

 دراز  سيتوپلاسـميك نـدين زائـده     با چ شكل  دراز، دوكي   
  . داشتند

  :  پولاريزه سلولـهاي آمپول لولـه رحم انسانكشت
  تليالي در كشت منولاير از نظر سـاختماني          اپي سلولـهاي

 و تـا    نـد  و سنگفرشـي بود    تليوئيـدي  اپـي بصورت پهـن،    
 خودزمانيكه تمام سطح پلاستيك را اشغال كنند به رشد 

ــه داد ــدادام ــراوان ــوز ف در صــورتيكه . ن داشــتند و ميت
 محـدود و پـولاريزه      ميتـوز سلولـها در كشت پـولاريزه      

 ســطوح فوقــاني، تمــام in vivoو ماننــد حالــت داشــتند 
  . قابل تشخيص بودهمديگرتحتاني، جانبي سلولـها از 

  
  :هاي كشت مختلف  زيست سلولـها در محيطقابليت
 قابليـت   كـه آميزي حياتي نشان داد      رنگحاصل از    نتايج

ـــهاي   ح ــه سلولـ ــت اوليـ ــي كشـ ـــها در طـ ــات سلولـ   يـ
ــي ــيط    اپـ ــم در محـ ـــه رحـ ــال لولـ ــاي  تليـ ــتهـ   كشـ

RPMI-1640 DMEM/F12 و Ham`s F10 ترتيــبه بــ   
داري محــيط  بــود كــه بطــور معنــي% 93و % 95، 8/99%

 ارجحيـت  به دو محيط ديگـر       نسبت DMEM/F12كشت  
ولي پـس از پاسـاژ سـلولي و كشـت سلولــها و              . داشت

 
  

 بعد تليال لوله رحم  مورفولوژي سلولهاي اپي-1شكل شماره 
و با  DMEM/Ham`sF12 روز در محيط كشت 4- 5از گذشت 

  %100تشكيل پوشش سلولي تك لايه 

  
  

تصوير ايمنوهيستوشيمي سلولهاي لولة رحم  -2شكل شماره 
سايتوكراتين مثبت  سلولهاي آنتي- روز كشت منولاير5بعد از 
 شود به طور فراوان ديده مي) يالتل سلولهاي اپي(
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 قابليت حيات   درداري    لاريزه تفاوت معني  انجام كشت پو  
  .هاي كشت مختلف ديده نشد بين محيط

 سـلولي در    4-8هـاي     ميزان رشـد و تكامـل جنـين        مقايسه
  :هاي كشت مختلف محيط
 جـدول  در   سـلولي  8-4هـاي     رشد و تكامل جنـين     ميزان

   درصـــد جنينهـــا . داده شـــده اســـتنشـــان 1شـــماره 
سـلولي   8لـه    سـاعت بـه مرح     72 از   پس سلولي كه    8-4
  داري در محــيط انــد بطــور معنــي    رســيده)مــورولا(

Ham`sF10  )05/0P< ( ــيط ــه محـــــ ــبت بـــــ   نســـــ
DMEM/F12, RPMI-1640 3شماره شكل ( بودبيشتر( .

 بـه  Ham`sF10 جنينهـا در محـيط       )%1/5( مورولا   6 تنها
ــد  ــيده بودنـــ ــت رســـ ــه بلاستوسيســـ     درو مرحلـــ

   جنـــين هـــيچ RPMI-1640 و DMEM/F12محيطهـــاي 
ــه بلاستوسيســت نرســيده بــود  ســ8-4 . لولي بــه مرحل

 و RPMI-1640 كشـت  محيطهـاي داري بـين     تفاوت معني 
DMEM/Ham`sF12 ــين  در ــل جنـ ــلولي 4-8 تكامـ    سـ

   مــــورولا و بلاستوسيســــت ديــــده   مرحلــــهبــــه 
  . )<05/0P(نشد

  
  بحث

 منظور ايجاد شرايطي مناسب و مشابه       بهدر اين مطالعه    
 ،گزيني  ين قبل از لانه    براي رشد و تكامل جن     بدنبا داخل   

 و  ر رحـم بـه دو روش منـولاي        لولــه تليال   سلولـهاي اپي 
پولاريزه كشت داده شدند و قدرت حيات و كيفيـت آنهـا            

 از كشت اوليه و چند بار پاساژ سلولي با محيطهـاي            بعد
 بـه اينكـه لقـاح و        توجـه بـا   . مختلف كشت مقايسـه شـد     

ر مراحل تكـاملي رشـد جنـين تـا مرحلـه بلاستوسـيت د       
تليـال لولــه    دهد و سلولـهاي اپي    مي رخداخل لولـه رحم    

كند كه مـانع توقـف        توليد مي  خاصيرحم گليكوپروتئين   
و ) 17(شــود  ســلولي مــي8-4تكــاملي جنــين در مرحلــه 

ــلاو ــاس و بع ــانكنشه تم ــين 1مي ــين ب ـــهاي جن    و سلول
  اخيــراً ). 18(شــود  لولـــه رحــم باعــث تكامــل جنــين مــي 

   بــراي دين فــاكتور مفيــد    داده شــده كــه چنـ ـ  نشــان 
ــد  ــين ماننـــــ ــد جنـــــ   ،CSF-12، LIF1، EGF2رشـــــ

                                                           
1-Interaction 
2-Colony Stimulation Factor 

  
  

 قابليت حيات سلولي به روش تريپان بلو-4 شماره شكل
 

  
  

قرمز خنثي  به روش  قابليت حيات سلولي-3 شماره شكل
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 IL-23    تليـال لولــه رحـم توليـد           به وسيله سلولـهاي اپي
 به منظـور رسـيدن بـه حالـت       بنابراين). 20-19(شود  مي

 از در ايـن مطالعـه       ،فيزيولوژيك و مشابه با داخـل بـدن       
اگـر  . شـد تليال لولـه رحم انسان اسـتفاده        سلولـهاي اپي 

 است كه كشت همزمـان      داده مطالعات مختلف نشان     چه
و غير  ) 13(با استفاده از سلولـهاي با منشأ لولـه رحمي         

هــر دو قـادر بــه بهبـود رشــد و   ) 12-11 (رحمـي لولــه  
 ولــي ؛باشــند تكامــل جنــين در محــيط آزمايشــگاهي مــي

اي بين تـأثير سلولــهاي بـا منشـأ لولــه             مطالعه مقايسه 
 جنين در محيط تكامل بر روي رحمي و غير لولـه رحمي

بعــلاوه اســتفاده از . آزمايشــگاه صــورت نگرفتــه اســت
 حيـواني از نظـر اخلاقـي مطلـوب          رحـم سلولـهاي لولـه   

 بـه هاي ناشناخته حيـواني       نبود زيرا خطر انتقال بيماري    
  . جنين يا مادر وجود دارد

در اين مطالعه از لولــه رحمـي غيرپاتولوژيـك اسـتفاده           
 پاتولوژيـــك لولــــه رحـــم در    محـــيطزيـــرا. شـــد

هيدروسالپنكس ميزان حاملگي را كاهش و سبب افزايش        
ــقط ــي ســ ــين مــ ــت     جنــ ــن اســ ــه ممكــ ــود كــ   شــ

تليـال    به دليل عملكرد و ترشحات مضـر سلولــهاي اپـي          
  ).21( باشدرحملولـه 

                                                                                          
3-Leukemin Inhibitory Factor  
4-Epidermual Growth Factor 
1-Interleukin-2 

 بـدن  حالت براي داشتن شرايطي مشابه با داخل         بهترين
. اشـد ب مـي  4لولـه رحم دسـت نخـورده     كشت  استفاده از   

 سـاختماني در ايـن روش تغييـر         نظـر اگر چـه بافـت از       
 محـيط  و نرسـيدن     5كند ولـي بـدليل عـدم پرفيـوژن         نمي

كشت به قسمتهاي مركزي، بافت سريعاً نكروزه شـده و          
اين مدل در سيستم كشـت      استفاده از   لذا  . رود از بين مي  
كـه سلولــها   نيـاز دارد   زيرا  است؛  نبوده  مقدور  همزمان  

 تـا    بماننـد   در محيط كشـت زنـده بـاقي        روز 5-6حداقل  
 مطالعهلذا ما در اين     . جنين به مرحله بلاستوسيت برسد    

اسـتفاده  ) ر و پـولاريزه   يمنـولا (از كشت سـلولي منفـرد       
  .نموديم

كشت اوليـه بـدون در نظـر        در   مطالعه نشان داد كه      اين
مرحله فوليكولي يا ترشحي    ( زمان انجام بيوپسي     گرفتن

ــدگي  ــيكل قاع ــور) س ــزي  بط ــت آمي  7-6 روز در موفقي
 قادر به   سلولـهاد و   وش مي ايجاد   سلوليپوشش تك لايه    

اكثر سلولـها در اين    . باشند زنده ماندن بمدت طولاني مي    
 بعـد از پاسـاژهاي      كـه  ند داشـت  تليوئيدي كشت منشأ اپي  

تليوئيـدي بحالـت      سلولــها از حالـت اپـي       چهارمسوم و   
 Yeungهاي     با يافته  اين نتايج . شدندفيبروبلاستي تبديل   

 Takeuchiو  ) 23( و همكاران    Bongso،  )22(و همكاران   

                                                           
2-Explant culture  
3-Perfusion  

 
  هاي كشت مختلف  سلولي در محيط8-4هاي   مقايسه ميزان رشد و تكامل جنين-1جدول شماره 

  
 مراحل جنيني
  سلولي8-4تعداد جنين محيط

تعداد جنين در مرحله 
 مورولا

تعداد جنين در مرحله 
 بلاستوسيست

Ham`sF10 117 )4/79 (%93 )1/5 (%6 
RPMI/1640 45 )8/68 (%31 )0 (%0 
DMEM/F12 48 )5/62 (%30 )0 (%0 

  
  

  داري بيش از  به طور معنيHam`sF10توان نتيجه گرفت كه تكوين جنين در محيط با توجه به نتايج جدول فوق مي* 
RPMI-1640, DMEM/F1205/0( بوده استP< .(  
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ــاران  ــاي  ) 24(و همكــ ــه ترتيــــب از محيطهــ ــه بــ   كــ
RPMI/1640, DMEM/F12 و Ham`sF10 براي رشد و 

تليـال لولــه رحـم انسـان اسـتفاده            تكثير سـلولهاي اپـي    
 تغييـر ماهيـت و      بـه لذا با توجـه     . نمودند مطابقت داشت  

 سلولــها در طـي پاسـاژهاي مختلـف بهتـر            مورفولوژي
 بعـد بـراي كشـت همزمـان         بـه است از پاساژهاي سوم     

  .دشواستفاده ن
تليــال لولـــه رحــم از دو نــوع مشــخص   اپــيسلولـــهاي

اين مطالعه نشـان داد     ). 25(باشند  و ترشحي مي   دار مژك
دار   مـژك    سـلول  دوكه در مرحله كشت اوليه سلولي هر        

 بـا ادامـه پاسـاژ سـلولي،         شـود كـه    و ترشحي ديده مـي    
و دهنـد     مـي  خـود را از دسـت        مژك ،دار  سلولـهاي مژك 

يــا در آزمايشــگاه شــوند  مــيتبــديل بــه نــوع ترشــحي 
هاي ژدهند كه نوع ترشحي در پاسا       مي اجازهميرند و    مي

 بدليل احتمالاً. اول به بعد اكثريت سلولـها را تشكيل دهند
و جنـين در    فقدان نقش فيزيولوژيك براي انتقال تخمـك        

 حركـات پريسـتالتيك لولــه       فقـدان محيط آزمايشـگاه و     

دار عملكرد خود را از دست داده و   سلولـهاي مژك،رحم
همچنـين بـا توجـه بـه     . گيرنـد   به خود مـي  ترشحينقش  

 انتهـاي فـاز   درتليـال   سازي در سلولـهاي اپي    اينكه مژك 
ــزان     ــزايش مي ــال اف ــه دنب ــدگي ب ــولي ســيكل قاع فوليك

 فقــدان ايــن .)26(شــود مــيوژن ايجــاد هورمــون اســتر
هورمون در محيط آزمايشگاه ممكن است سبب از دست 

سلولـهاي رسد    به نظر مي  .  اين سلولـها شود   مژكرفتن  
 كشـت   محيطترشحي در حضور مواد مغذي موجود در        

و ترشحات زيادي را داخـل محـيط        باشند    ميخيلي فعال   
ليـال لولــه    ت  لذا بهتر اسـت سلولــهاي اپـي        ؛كنند آزاد مي 

 انجام كشت همزمـان را بعـد از پاسـاژ اوليـه          برايرحم  
  . دكراستفاده 

ــن ــه اي ــا   مطالع ــي م ــة قبل ــد مطالع ــه همانن نشــان داد ك
 رحم در هنگام كشـت بـر روي         لولـهتليال    سلولـهاي اپي 

ــتيك  مورفولــوژي پــولاريزه خــود را از دســت    ،پلاس
 كـه سلولــهاي   بـود    مطالعـه قبلـي نشـان داده         .دن ـده  مي

ــي ــال  اپ ــدومتراتلي ــولاير ن ــت من ــوژي ،  در كش مورفول
 اينكـه با توجه به    ). 27(دهد  پولاريزه خود را از دست مي     

ــي   ـــهاي اپ ــدن سلول ــولاريزه ش ــت پ ــالي اتصــال   عل تلي
 بـه مـاتريكس     1)اينتگـرين  ( مولكلولـهاي چسبنده سلولي  

لـذا در ايـن مطالعـه      ) 28(باشد   مي 2)ECM(خارج سلولي   
تليال لولـه رحـم      ـهاي پولاريزه اپي  منظور توليد سلول  ه  ب

 از سلولـهاي لولـه رحمـي پـس   ،in vivo با حالت مشابه
تــا شــد  داده كشــت ECMپاســاژ ســلولي بــر روي   

بـا توجـه بـه      .  پولاريزه به دست آيد    تليالي  اپيسلولـهاي  
 ؛)27( دارد ارتبـاط اينكه مورفولوژي سلول با عملكرد آن       

ـــهاي اپــي  ـــه رحــم  احتمــالاً اســتفاده از سلول ــال لول تلي
 نســبت بــه غيــر پــولاريزه در كشــت همزمــان پــولاريزه

  . يت خواهد داشتحارج
 از مشــكلات مهــم در كشــت همزمــان عــدم وجــود يكــي

 مناسب بـراي كشـت همزمـان سلولــهاي لولــه            محيطي
 معمـولاً   كـه بـراي مثـال محيطـي       . باشد  رحم و جنين مي   

                                                           
1-Intergrine  
2-Extra Cellular Matrix  

  
 در Ham`sF10 كشت جنين در محيط كشت -5 شماره شكل

  وضعيت مورولا
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 براي سلولـهاي لولـه رحمي مناسب اسـت بـراي جنـين          
). 29(شود   ديده مي  معمولاًنامناسب بوده و عكس آن هم       

هاي متداول  محيط از بدين منظور در اين مطالعه استفاده
 و اثرات آنها را ابتـدا       رحميكشت براي سلولـهاي لولـه     

 كشت اوليـه و     مرحلهبر روي سلولـهاي لولـه رحمي در       
 بررسـي   هپاساژهاي سلولي در حالت منولاير و پولاريز      

 نشان داد كه بهترين محيط كشـت        مطالعهايج اين   نت. شد
 ترتيب  بهبراي مرحله اوليه كشت و پاساژ اوليه سلولـها         

DMEM/ F12)    ًــا ــات تقريبـ ــت حيـ ــا قابليـ   ، %)100بـ
RPMI-1640)   95با قابليت حيـات (% وHam`s F10)   بـا

 پاسـاژهاي ولـي در طـي    باشـد؛     مـي %) 93قابليت حيـات    
 محيط كشت منـولاير و      دوم، سوم و چهارم سلولـها در     

هاي كشت مختلف      محيط بينداري     تفاوت معني  هپولاريز
 مختلـف نيـز بـر مناسـب         اتمطالع ـ. )>05/0P(ديده نشد 

 رشــد و تكثيــر بــر DMEM/ F12بــودن محــيط كشــت 
). 30-29(كنـد    لولـه رحمي دلالت مـي     تليال  اپيسلولـهاي  

هـاي كشـت بـر روي تكـوين           همـين محـيط   اثـر   بررسي  
 طور به Ham`s F10 سلولي نشان داد كه 8-4 هاي جنين

  . بـود  RPMI- 1640, DMEM/ F12داري بهتـر از   معنـي 
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 ســاعت بــه مرحلــه 72هــا پــس از  جنــين% 93بطوريكــه 
مورولا رسيده بودند كه اين نتايج در مقايسـه بـا نتـايج             

Feng    باشـد   بهتر مي ) 31( و همكاران .Feng    و همكـاران 
ــر  ــر روي   Ham`s F10اث ــاني را ب ــرم انس ــلاوه س  بع

هاي بارورشده انسـان مطالعـه كـرده و نشـان             اووسيت
هـا بـه مرحلـه        جنـين % 45  سـاعت  72اند كه بعـد از        داده

علت اين تفاوت شايد بدليل تفـاوت در        . رسند  مورولا مي 
ــيط     ــا مح ــك و اســپرم ي ــت تخم ــا كيفي ــاران ب ــوع بيم ن

شـود ابتـدا از محـيط         لذا پيشـنهاد مـي    . آزمايشگاه باشد 
ــراي DMEM/ F12كشــت  ـــها ب ــر و پاســاژ سلول  تكثي

 محـيط كشـت   ، جنينقراردادناستفاده كرده و در هنگام     
  .  داده شودتغيير Ham`s F10 به DMEM/F12از 
  

   و قدردانيتشكر
ــ  ــلفينؤم ــه از معاونــت تحقيقــات و فن وري وزارت ا مقال

مين اعتبار  أ درمان و آموزش پزشكي به دليل ت       ،بهداشت
ــل    ــاق عمــ ــئولين اطــ ــرح و از مســ ــتانطــ  بيمارســ

خان به دليل تهيه بافت لولـه رحـم تشـكر و            ميرزاكوچك
  . كنند قدرداني مي
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