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Abstract 
Objective: The purpose of this study was to evaluate the quantitative expressions of 
BAG1, BAX and BCL-2 in human embryos with different fragmentation grades as derived 
from assisted reproduction technology (ART).
Materials and Methods: Fragmented and normal human 8-cell embryos were scored 
according to the degree of fragmentation with an inverted microscope and divided into 
four grades (grade І: no or minimal fragmentation (<5%), grade ІІ: embryos with <25% 
fragmentation, grade ІІІ: embryos with >25% fragmentation and grade ІV: apoptotic in-
duced embryos with actinomycin D). In this study, TUNEL labeling was initially used to 
detect apoptosis, and then revers transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
quantitative PCR were used to define the quantitative expressions of experimental genes 
in human embryos with different fragmentation grades.
Results: The results of TUNEL labeling showed that embryos with higher fragmentation 
had a high number of apoptotic bodies. The results of RT-PCR and q-PCR analyses 
showed a significantly decreased amount of BAGI transcript expression from group I to 
group IV. The highest expression of BAX gene was observed in group II, however, the 
transcript of BCL-2 gene was not observed in any of the experimental groups. The effect 
of actinomycin D on transcript expression amounts of experimental genes in apoptotic 
induced embryos (group IV) compared to control embryos (group I) showed a significant  
decrease.
Conclusion: mRNA expression of BAG1 gene can be used as a good marker to detect 
apoptosis in human embryos. However, the transcript of BCL-2 gene does not play a role 
in the detection of apoptosis in human embryos at the 8-cell stage.  
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مقدمه
جنين هاى  ميان  شايع  پديده  يك  عنوان  به  فراگمنتاسيون 
 .(1) است  شده  شناخته  لانه گزينى  از  پيش  مرحله  در  انسانى 
سلول ها  از  قطعاتى  آن  در  كه  دارد  حالتى  به  اشاره  فراگمنتاسيون 
در  هستند  سالم  و  طبيعى  بلاستومر هاى  اندازه  از  كوچك تر  كه 
از  بيش  تقريب  به  كه  پديده  اين  در   .(2) مى شوند  ديده  جنين 
و  In Vitro Fertilization  (IVF) از  حاصل  جنين هاى  50درصد 

مى گيرد،  بر  در  را   Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI)
درآمده  يا  قطعه قطعه  صورت  به  جنين  يك  بلاستومرهاى  از  برخى 
قرار  بلاستومرها  ساير  لابه لاى  در  و  شده  جدا  بلاستومرها  از  قطعاتى 
دچار  شده  فراگمنت  جنين هاى  تكوين،  بعدى  مراحل  طي  مى گيرند. 
اختلال شده و اغلب منجر به توقف در كليواژ و تخريب جنين مى شود. 
و  يافته  كاهش  تكوينى شان  پتانسيل  جنين ها،  اين  انتقال  محض  به 
و  يزدي  افتخاري  كه  تحقيقي  طي  مى شود.  منجر  باردارى  كاهش  به 
گونه  بدين  فراگمنتاسيون  مختلف  درجات  دادند،  انجام  همكاران 
از فراگمنت (كمتر  ميزان  كمترين  داراي   I نوع  جنين  شد:  داده  شرح 

بيان كمى ژن هاي BAX ،BAG1 و BCL-2 در جنين هاي انساني با درجات مختلف 
 ART فراگمنتاسيون حاصل از
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چكيده 
از حاصل  فراگمنتاسيون  مختلف  درجات  با  انسانى  جنين هاى  در   BCL-2 و   BAX  ،BAG1 ژن هاى  بيان  بررسى  هدف:    *

(ART) Assisted Reproduction Technology
مرحله  در  انسانى  جنين هاى  فراگمنتاسيون،  درجه  اساس  بر  و  معكوس  ميكروسكوپ  از  استفاده  با   : روش ها:  و  مواد   *
 II گروه  درصد)،   5 از  (كمتر  فراگمنتاسيون  ميزان  كم ترين  با  جنين هايى   I گروه  شدند:  تقسيم  گروه  چهار  به  سلولى  هشت 
جنين هاى   IV گروه  و  فراگمنتاسيون  از 25درصد  بيشتر  با  جنين هايى   III گروه  فراگمنتاسيون،  از 25درصد  كم تر  با  جنين هايى 
رنگ آميزى  آزمايشى  جنين هاى  در  آپوپتوز  تشخيص  منظور  به  ابتدا  در  مطالعه  اين  در   .D اكتينومايسين  با  آپوپتوزى  القاشده 
(RT-PCR) انجام شد و بعد از آن به منظور بررسى بيان كمى ژن هاى مورد مطالعه در هر چهار گروه مختلف از روش TUNEL

Revers Transcription Polymerase Chain Reaction و Quantitative PCR (q-PCR)  استفاده شد.
* يافته ها: نتايج حاصل از رنگ آميزى TUNEL، نشان داد كه جنين هايى با فراگمنتاسيون بالا، داراى ميزان بيشترى از اجسام 
بيان  ميزان  از   ،IV گروه  سمت  به   I گروه  از  كه  داد  نشان   q-PCR و   RT-PCR بررسى  از  حاصل  نتايج  مى باشند.  آپوپتوزى 
رونوشتBAG1 به طور معنى دارى كاسته مى شود. همچنين بالاترين ميزان بيان ژن BAX در گروه II مشاهده شد، در حالى كه 
رونوشت ژن BCL2 در هيچ يك از گروه هاى آزمايشى مشاهده نشد. تاثير اكتينومايسين D بر ميزان بيان رونوشت ژن هاى مورد 

مطالعه در گروه جنين هاى القا شده آپوپتوزى (گروه IV) نسبت به گروه كنترل(گروه I) با كاهش معنى دارى همراه بود.  
* نتيجه گيري: بيان رونوشت ژن BAG، مى تواند به عنوان يك ماركر مناسب جهت تشخيص آپوپتوز در جنين هاى انسانى به 

كار رود، در حالى كه رونوشت ژن BCL-2 در جنين هاى انسانى مرحله هشت سلولى نقشى در شناسايى آپوپتوز ندارد.

TUNEL روش ،D كليدواژگان: جنين هاي انساني، فراگمنتاسيون، ژن هاى آپوپتوزى، اكتينومايسين *

مقاله اصيل

5 درصد) است كه به صورت متمركز در زير زونا پلوسيدا و در فضاي
و  كوچك  فراگمنت هاي  اگر  حال  است.  گرفته  قرار   Perivitelline
پراكنده اي (حدود 20درصد كل جنين) بين بلاستومرها مشاهده شود، 
چنين جنيني در گروه II جاي دارد. در الگوي III فراگمنت هاي بزرگي 
 IV حدود 35 تا 50 درصد فضاي جنين را اشغال كرده اند و در الگوي
فراگمنت ها به شكل گرانوله و نكروتيك بوده كه به طور تقريب كل 
فضاي جنين را پوشانده اند (1). از جمله عوامل متعددى كه سبب ايجاد 
فراگمنت در جنين مي شود شامل:  شرايط نامطلوب محيط كشت از قبيل 
راديكال هاى  و   H2O2 افزايش  سلول،  بقاى  و  رشد  فاكتورهاى  كمبود 
شيميايى  بلوغ  كشت،  محيط  در  اضافى  اسپرماتوزواى  حضور  آزاد، 
و  تخمك گذارى  تحريك  اثر  در  تخمك ها  هنگام  زود  و  غيرطبيعى 

ناهنجارى هاى كروموزومى و هسته اى در سلول هاى جنينى (3). 
مختلفى  نظرات،  فراگمنتاسيون  ايجاد  مكانيسم هاى  مورد  در 
مى كنند  مطالعه  زمينه  اين  در  كه  محققانى  اكثر  دارد.  وجود 
شده برنامه ريزى  سلولى  مرگ  پديده  حاصل  فرايند  اين  كه  معتقدند 

Programmed Cell Death (PCD) يا آپوپتوز مى باشد (1، 2). هاردى 
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و همكارانش نشان دادند كه در بلاستوسيست هاى جنين انسان تعدادى 
سلول كه ظاهر آپوپتوز دارند مشاهده مى شوند. وى هم چنين نشان داد كه 
جنين هايى كه در مراحل آغازين كليواژ دچار توقف تكوين مى شوند، 

داراى سلول هايى هستند كه ظاهر آپوپتوزي را نشان مى دهند (3).
در اين نوع مرگ سلولى، انتقال فسفاتيديل سرين از بخش داخلى 
تراكم  غشا،  شدن  وزيكوله  و  اوليه   مراحل  در   (4) خارجى  بخش  به 
در  آپوپتوتيك  اجسام  تشكيل  و   DNA شدن  قطعه  قطعه  كروماتين، 

مراحل نهايى آن ديده مى شود (5-7). 
برهم  و  كنش  به  دقيق  طور  به  شده  برنامه ريزى  سلولى  مرگ 
خودكشى  فرايند  كه  دارد  بستگى  ژنى  محصولات  از  برخى  كنش 
شناسايى  مختلف  ژن   100 از  بيشتر  مى كنند.  مهار  يا  فعال  را  سلول 
ژنى  بزرگ  خانواده  دو  مى گذارند.  تاثير  سلول  بقاى  بر  كه  شده 
خانواده  مى باشند.  درگير  آپوپتوز  مسير  در   Caspases و   BCL-2
Pro-Apoptot-) داراى دو گروه پروتئينى پيش برنده آپوپتوز Bcl-2

 (Anti-Apoptotic Proteins) آپوپتوز  مهار كننده  و   (ic Proteins
تعيين  را  سلول  يك  سرنوشت  پروتئين ها  اين  متوسط  نسبت  است. 
است.   prosurvival مولكول  يك   BCL-2 پروتئين   .(9 مى كند (8، 
است  گرفته  قرار  ميتوكندرى  و  هسته  پوشش  در  غشايى  پروتئين  اين 
و از طريق اتصال به BAX وظيفه خود را انجام مى دهد (6). پروتئين 
آپوپتوز  و  بوده   BCL-2 خانواده  آنتى آپوپتوز  اعضاى  از   ،BAG1
هومولوگ  ساختارى  نظر  از   ،BAX پروتئين   .(2) مى كند  مهار  را 
يا  سيتوپلاسم  در  كه  مى باشد  آپوپتوز  پيش برنده  و  بوده   BCL-2
پروتئين  اين  عملكردى  نظر  از  بنابراين  مى گيرد.  قرار  سلولى  غشاى 
 .(10) مى باشد   BCL-2 حفاظتى  نقش   (Antagonist) آنتاگونسيت 
تنها  و  شده  ساخته  غيرفعال  پيش ساز  صورت  به  كاسپاز  مولكول هاى 
شد.  خواهند  فعال  سلول،  توسط  مرگ  سيگنال  يك  دريافت  از  بعد 
فعال  آغازگر  كاسپازهاى  توسط  كه  بوده  اجرايى  كاسپاز  كاسپاز-3، 
مى شكند (11، 12).  را  سلول  اينتگريتى  و  بقا  پروتئين هاى  و  مى شود 
خانواده  آپوپتوزى  پروتئين هاى  راه اندازى  سبب  مرگ،  سيگنال هاى 
موجب  پروتئين ها  اين  مى گردند (5، 13).   (BAX ويژه  BCL-2  (به 
سيتوكروم  مى شوند.  بيرون  به  ميتوكندرى  از   C سيتوكروم  تراوش 
به   (Apaf-1) آپوپتوزى  پروتئاز  فعال كننده  فاكتور  و  شده  آزاد   C
كاسپاز 9 متصل گشته و آبشار كاسپازى (Caspase Cascade) را 

فعال مى كند كه منجر به مرگ سلولى خواهد شد (7، 14-16).
مهاركننده هاى  از  برخى  بيان  الگوى  تا  برآنيم  حاضر،  مطالعه  در 
 (BAX) سلولى  مرگ  القاگرهاى  و   (BAG1 ،BCL-2) سلولى  مرگ 
فراگمنتاسيون  مختلف  درجات  با  انسانى  فراگمنته  جنين هاى  در  را 
از  ما  هدف  ديگر  عبارت  به  كنيم.  بررسى  سلولى  هشت  مرحله  در 
آپوپتوز در  دخيل  ژن هاى   mRNA بيان  آيا  كه  است  اين  مطالعه  اين 

جهت  مناسب  ماركر  عنوان  به  مى تواند   (BAG1, BCL-2, BAX)
تشخيص آپوپتوز در جنين هاى فراگمنته انسانى استفاده شود؟ 

مواد و روش ها 
جمع آورى جنين هاى انسانى و تقسيم بندى آنها

(ART) درمان  تحت  بيماران  از  رضايت  كسب  با 
(ICSI) و   Assisted Reproduction Technology
(IVF)  ،Intra Cytoplasmic Sperm Injection

پژوهشكده  پزشكى  اخلاق  كميته  تاييد  و   In Vitro Fertilization
رويان، تعداد تقريبى 400 جنين انسانى اضافى فراگمنت با شرايط زير 

تحريك  شد.  دريافت  رويان  پژوهشكده  شناسى  جنين  آزمايشگاه  از 
(GnRH) با استفاده از آگونيست Long Protocol تخمدانى به صورت
 Buserelin, Hoechst,)  Gonadotropin-Releasing Hormone
human Menopousal Gonadotropins و  (Frankfort, Germany

تزريق  از  بعد  ساعت   36 شد.  انجام   (Organon, Holland)  (hMG)
روش  به  تخمك ها  تخمك گيرى،  و   (Organon, Holland)  hCG
و  بارور   (Vitrolife,Sweden)  G1™ver5 محيط  در   ICSI يا   IVF
 ،in vitro كشت شدند. بعد از گذشت سه روز (72 ساعت) در محيط
جنين هايى با بهترين كيفيت براى انتقال به بيماران و يا انجماد انتخاب 
يا  و  پايين  كيفيت  با  اضافى  روزه  سه  جنين هاى  انتقال،  از  بعد  شدند. 
جنين هايى با كيفيت خوب كه والدين آنها رضايت به انجماد نداشتند، 
با رضايت آگاهانه بيماران جهت مطالعه به آزمايشگاه تحقيقات انتقال 
يافتند. در آزمايشگاه تحقيقات ابتدا جنين ها با استفاده از ميكروسكوپ 
معكوس ( Nikon TE 300, Japan) و عدسى شيئى 40× ارزيابى شده 
و بر اساس ميزان فراگمنتاسيون نسبت به فضاى كل جنينى (به صورت 
درصد) درجه بندى شدند. بر اين اساس جنين هاى مورد مطالعه به چهار 

گروه تقسيم شدند (1) (شكل 1):
يا  درصد)   5  >) فراگمنت  ميزان  كمترين  داراى  جنين هاى  گروه   .I

كنترل منفى
II. گروه جنين هايى با كمتر از 25درصد فراگمنتاسيون
III. گروه جنين هايى با بيشتر از 25درصد فراگمنتاسيون

نام  به  آپوپتوز  القاگر  ماده  يك  واسطه  به  كه  جنين هايى  گروه   .IV
غلظت با  ساعت   16 مدت  به   (Sigma, USA) D اكتينومايسين 

0/05 ميلي گرم بر ميلي ليتر،  به صورت آپوپتوزى درآمدند.
و  شد  استفاده  تكرار  بار  هر  در  جنين   30-35 تعداد  گروه  هر  در 

تعداد تكرارها 3 مرتبه بود.

 TUNEL رنگ آميزى
تعداد 20 جنين در مرحله هشت سلولى با كيت

(In Situ Cell Death Detection System, Roche, Germa-
ny) TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transfrase - 
Mediated dUTP nick - End Labelin)

رنگ آميزى شدند. اين جنين ها متعلق به هر چهار گروه مورد مطالعه بوده 
و از هر گروه پنج جنين رنگ آميزى شدند. اين نوع رنگ آميزى براى 
سلولى  مرگ  جريان  در   DNA منظم  شدن  قطعه قطعه  كردن  مشخص 
آپوپتوز  تشخيص  منظور  به  مى توان  تكنيك  اين  در  مى رود.  كار  به 
Propidium Iodide, Sigma) يديد  پروپيديوم  رنگ  از  نكروز  از 

پروپيديوم  محلول  در  جنين ها  ابتدا  در  كرد.  استفاده 
 (HTF) محيط  ميلى ليتر  در  ميكروگرم   20 ميزان  به  يديد 
Human Tubal Fluid به مدت 10 دقيقه قرار گرفتند. بعداز سه مرتبه 
،(Phosphate Buffered Saline; PBS-) شست وشو در بافر فسفات

عمل فيكس در محلول پارافرمالدييد 4 درصد (Sigma, USA) در بافر 
فسفات به مدت 30 دقيقه انجام شد. سپس جنين ها در PBS حاوى 0/3 
شست وشو  مرتبه  شش   (PVP, Sigma) پايروليدون  وينيل  پلى  درصد 
يخ  روى  درصد  تريتون 0/1  محلول  در  دقيقه  دو  مدت  به  و  شده  داده 
قرار گرفتند. پس از سه بار شست وشو در محلول PBS/PVP جنين ها 
 TUNEL به مدت يك ساعت در دماى 37 درجه سانتي گراد در محلول
حاوى 5 ميكروليتر محلول آنزيمى و 45 ميكروليتر محلول نشان دار قرار 

گرفتند و در نهايت با ميكروسكوپ فلورسنت مشاهده شدند. 

بيان ژن هاي آپوپتوزي در جنين هاي فراگمنته
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پس از رنگ آميزى تنها بلاستومرهايى كه TUNEL مثبت و پروپيديوم 
يديد منفى بود، به عنوان سلول هاى  آپوپتوتيك محسوب شدند.

بررسى بيان ژن هاى تنظيم كننده مرگ سلولى در جنين  هاى انسانى
پلي مراز  زنجيره اي  واكنش  معكوس  نسخه برداري  روش  از 
رونوشت هاي  بيان  ارزيابي  براي   Real-Time PCR و   (RT- PCR)
(Transcripts) ويژه آپوپتوزى استفاده شد. براي  پي بردن  به  بيان  ژن هاي  

مورد مطالعه  در اين  تحقيق  از پرايمرهاي  جدول 1 استفاده  گرديد.

گوناگون  درجات  با  سلولى  هشت  جنين هاى  از   RNA استخراج 
فراگمنتاسيون

به منظور جدا سازى RNA از اين سلول ها ازروش ليو با كمى تغيير 

استفاده شد (17).
تعداد  به  گروه  هر  در  شده  جمع آورى  جنين هاى  خلاصه  طور  به   

40-30 عدد، در 30 ميكروليتر محلول بافرى حاوى
(0.01mM Tris-Hcl, 3mM EDTA, 0.5% SDS, 10μg 
glycogen)

جنين ها،  كردن  انجماد-ذوب  بار  چند  از  بعد  شدند.  حل 
ميكروليتر)  بر  ميكروگرم   10 ) و   k پروتئيناز  ميكروليتر   1 /5
در  ساعت  يك  مدت  به  و  شد  افزوده  واكنش  مخلوط  هر  به 
ميكروليتر   70 سپس  گرديد.  انكوبه  سانتى گراد  درجه   37 دماى 
بتا   -2  ،(4M) تيوسيانات  گوانيدين  حاوى  ليزكننده  محلول 
مخلوط  به   (0.4M) استات  سديم  و   (0.1M) مركاپتواتانول 

شد.  اضافه  واكنش 

شكل 1: توصيف جنين هاى هشت سلولى انسانى بر اساس الگوى فراگمنتاسيون. A: گروه I با كمترين ميزان فراگمنت 
(<5 درصد) ، B: گروه II با < 25 درصد، C: گروه III با >25درصد، D: گروه IV كه با اكتينومايسين D آپوپتوز در 

آنها القا شده است.

(Real-Time RT-PCR, RT- PCR) جدول 1: پرايمرهاى مورد استفاده در روش نسخه بردارى معكوس واكنش زنجيره اى پليمراز

Genbank CodeProduct size (bp)Sequence of primers (5'–3')Gene name
NM-004323153 bpTTTGCTTCAGGGTTTCATCC

CAGCTCCATGTTACTGTCCA
rh-BAX-F
rh-BAX-R

NM-000633119 bpGTGGATGACTGAGTACCTGA
AGCCAGGAGAAATCAAACAGA

rh-BCL2-F
rh-BCL2-R

NM-004324111 bpAGTGAACCAGTTGTCCAAGA
GTGTTTCCATTTCCTTCAGAGA

rh-BAG1-F
rh-BAG1-R

پيلتن و همكاران
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كلروفرم–  فنول-  ميكروليتر   100 با  سلولى  نوكلئيك  اسيد 
ايزوآميل الكل به ترتيب از چپ به راست به نسبت (1: 24: 25) استخراج 
گرديد، ريبونوكلئك اسيد (RNA) واقع در فاز آبى با حجم مساوى 
شسته  اتانل70درصد  محلول  با  و  داده  رسوب  ايزوپروپانل  محلول  از 
پيروكربنات دى اتيل  با  شده  تيمار  آب  ميكروليتر   20 نهايت  در  شد. 

(Diethylpyr Carborate; DEPC) به رسوب اضافه و در آن حل 
 DNA آلودگي   حذف  منظور  به   شده  استخراج   RNA سپس  شد. 
 RNA  قرار گرفت و خلوص وغلظت DNase I ژنومي تحت  تيمار با

استخراج  شده  نيز با روش اسپكتروفوتومترى تعيين  گرديد.

زنجيره اى  واكنش  معكوس  نسخه بردارى  انجام  و   cDNA سنتز 
(RT-PCR) پلى مراز

از  استفاده   با  شده  استخراج    RNA از  ميكروگرم    1
 (K 1632 Fermentas) كيت   و   Random Hexamer پرايمر 
 Revert AidTM H-Minus First Strand cDNA Synthesis

نسخه برداري  معكوس  گرديد.
در اينجا علاوه بر نمونه اي كه تمام مواد لازم براى واكنش را دارا 
نيز  بود   RT آنزيم  فاقد  كه   (RT-) منفي  كنترل  نمونه  از   ،(RT+) بود 
استفاده شد تا آلودگي احتمالى نمونه به DNA مورد ارزيابي قرار گيرد. 
شد.  استفاده   PCR براي  الگو  عنوان  شده  به  توليد   cDNA از  سپس  
آپوپتوزى  ژن هاى  اختصاصى  پرايمرهاى  از  استفاده  با   PCR واكنش 
 Tnitiation Denaturation صورت  به   PCR شرايط  شد.  انجام 

دقيقه،  5 مدت  به  سانتي گراد  درجه   95 دماى  اوليه)در  (واسرشتگى 
Denaturation هر سيكل در دماى 95 درجه سانتي گراد به مدت 45 
ثانيه،  45 مدت  به  سانتي گراد  درجه   62 دماى  در   Annealing ثانيه، 
Extension در دماى 72 درجه سانتي گراد به مدت 45 ثانيه انجام شد. 
محصولات  PCR روي  ژل آگارز 2 درصد جدا شدند و با اتيديوم  
لومينوتور ترانس  دستگاه  با  سپس  گرديدند.  رويت   قابل   برومايد 

UV (Uvidoc, UK) مورد ارزيابي قرار گرفتند.

توسط سلولى  مرگ  تنظيمى  ژن هاى  كمى  بيان  بررسى 
Real-Time PCR

دستگاه از   Real-Time PCR واكنش هاى  انجام  جهت 
 (ABI)  7500 مدل   Applied Biosystem Real-Time PCR
شده،  سنتز   cDNA از  ميكروليتر   2 با   PCR واكنش  شد.  استفاده 
 Power SYBR Green PCR Master Mix پرايمرهاى جدول 1 و
سانتي گراد، درجه   95 دماى  در  دقيقه   10 اوليه  واسرشتگى  برنامه  با 
سانتي گراد، درجه   95 دماى  در  ثانيه   15 سيكل  هر   Denaturation
Annealing  و Extension و نيز خواندن فلورسنت تابيده شده در پايان

 هر چرخه، 60 ثانيه اى در دماى 62 درجه سانتي گراد انجام شد. در پايان، 
براى نشان دادن اختصاصى بودن توليد محصولات PCR، يك مرحله 
با عنوان (Melting Curve) يا منحنى ذوب دمايى به برنامه اضافه شد. 
براى افزايش دقت، هر واكنش به صورت دوتايى انجام گرفت. از هر 

گروه آزمايشى نيز سه تكرار مستقل زيستى در نظر گرفته شده بود.

تصوير 2: : شناسايى آپوپتوز در جنين هاى انسانى با استفاده از رنگ آميزى A .TUNEL) جنين هاى نرمال و يا كمتر از 5 
 (D .جنين هاى با بيشتر از 25درصد فراگمنتاسيون (C .جنين هاى با كمتر از 25 درصد فراگمنتاسيون (B .درصد فراگمنتاسيون

جنين هايى كه آپوپتوز در آنها توسط اكتينومايسين D القاشده است.

بيان ژن هاي آپوپتوزي در جنين هاي فراگمنته
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روش آمارى
نتايج حاصل با استفاده از تست آمارى آناليز واريانس يك طرفه 
 p<0/05 معنى دارى سطح  در  و   Tukey تعقيبى  آزمون   ،(ANOVA)

مورد بررسى قرار گرفت. 

يافته ها 
تست TUNEL بر روى جنين هاى طبيعى و فراگمنته انسانى

در  جنين ها  بودن  آپوپتوزى  تأييد  منظور  به  مطالعه  اين  در 
گروه هاى چهارگانه فراگمنتاسيون از رنگ TUNEL استفاده شد. در 
ابتدا جنين هاى انسانى با استفاده از ميكروسكوپ معكوس به صورت 

جنين هاى طبيعى و فراگمنته با درجات مختلف دسته بندى شدند. 
تكنيك TUNEL بر همه گروه ها انجام شد تا تعيين كند كه آيا 
فراگمنتاسيون با شكست DNA ژنومى آپوپتوزى همراه است يا خير؟ 

نتايج حاصل از اين رنگ آميزى در شكل 2 آمده است. 
سلول هاى  ميزان  بيشترين  آمده،  دست  به  نتايج  اساس  بر 
آنها  در  كه  (جنين هايى   IV گروه  جنين هاى  در  آپوپتوتيك 
اين  است.  بود)  شده  القا   D اكتينومايسين  ماده  توسط  آپوپتوز 
ترانسفراز  نوكلئوتيد  داكسى  ترمينال  آنزيم  كه  داد  نشان  رنگ آميزى 
سبب   (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase; TDT)
طى  در   DNA هيدروكسيل   –  3´ انتهاى  به   dUTP- FITC افزودن 
اين  با  جنين   20 حدود  مى شود.  آپوپتوتيكى   DNA فراگمنتاسيون 

مى كند  تاييد  تكنيك  اين  از  حاصل  نتايج  شدند.  رنگ آميزى  تكنيك 
كه جنين هايى با ميزان بيشتر فراگمنتاسيون، نسبت به جنين هاى طبيعى و 
يا فراگمنتاسيون كمتر، در شرايط رنگ آميزى TUNEL، متحمل درجه 
 IV بالاتر آپوپتوز مى گردند و با توجه به اين مطلب كه آپوپتوز در گروه

القا شده بود، اين گروه به عنوان گوره كنترل مثبت درنظر گرفته شد.

بيان ژن هاى آنتى و پرو آپوپتوز در جنين هاى فراگمنته انسانى
به   (n=  30-40) آزمايشى  گروه  چهار  هر  در  انسانى  جنين هاى 
RT- از  استفاده  با  آپوپتوز  به  مرتبط  ژن هاى  بيان  تشخيص  منظور 

Real-Time PCR مورد استفاده قرار گرفتند. PCR و سپس 
جداگانه   (Pool) مخزن  سه  در  تكرار  بار  سه  با  آزمايشات 
داد  نشان  حاصل،  نتايج  شد.  انجام  سلولى  هشت  مرحله  در  جنينى 
 BAX و   BAG1 ژن هاى  توسط  شده  رمزگردانى  رونوشت هاى  كه 
كه  حالى  در  دارند،  حضور  انسانى  سلولى  هشت  جنين هاى  در 
نمونه  نشد.از  مشاهده  جنين ها  از  يك  هيچ  در   BCL-2 ژن  رونوشت 
 GAPDH ژن  و  پرايمرها  مثبت  كنترل  عنوان  به  انسانى  فيبروبلاست 
به عنوان كنترل مثبت آزمايش و همچنين به عنوان نرمالايزر استفاده 
واسطه  به   -  RT-PCR در  شده  تكثير  محصولات   .(3A (شكل  شد 
از  بعد  و  شده  مشخص  درصد   2 آگارز  ژل  روى  بر  آنها-  اندازه 
رنگ آميزى اتيديوم برومايد مشاهده گشتند. نتايج حاصل در شكل 3 

نشان داده شده است. 

شكل A :3) شناسايى محصولات تكثير شده بر روى ژل آگارز 2درصد. هر ستون نشان دهنده: 1. جنين هاى نرمال و يا 
با كمتر از 5 درصد فراگمنتاسيون، 2. جنين هاى حاوى كمتر از 25 درصد فراگمنتاسيون، 3. جنين هاى حاوى بيشتر از 25 
درصد فراگمنتاسيون، 4. جنين هايى كه در آنها آپوپتوز توسط اكتينومايسين D القا شده است، سلول هاى فيبروبلاست 
انسانى كه به عنوان كنترل مثبت استفاده شده است، كنترل منفى PCR (blank) ،RT-minus: گروه RT منفى جهت 
اطمينان از آلودگى DNA مى باشد. B) نتايج حاصل از آناليز RT-PCR ژن هاى BAX ،BCL-2 و BAG1  در جنين  هاى 

انسانى فراگمنته.

بيان ژن هاى آپوپتوزى

جنين هاى القاى 
آپوپتوز شده

بيشتر از 25 درصد 
آپوپتوز

كمتر از  25 درصد 
آپوپتوز

كمتر از 5 درصد 
آپوپتوز

نام ژن

++++BAG1

____BCL2

++++BAX

B

پيلتن و همكاران

262 262     فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 2، تابستان 89

A

ثبت
ل م
نتر
ك

نفي
ل م
نتر
ك

BAG 1

BCL 2

BAX 2

GAPDH

RT minus

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

بيان ژن BAG1 در جنين هاى با درجات مختلف فراگمنتاسيون
بالاترين  داد  نشان   Real-Time PCR آناليز  از  حاصل  نتايج 
كمترين  و   I گروه  در   BAG1 آپوپتوز  آنتى  ژن  رونوشت  بيان  ميزان 
كيفيت  با   BAG1 ژن  رونوشت  بيان  مى باشد.   IV گروه  در  آن  مقدار 
در   BAG1 بيان  كه  طورى  به  داشت،  ارتباط  جنين  مورفولوژيكى 
سلولى با كيفيت مناسب (گروه I) به شكل معنى دار  جنين هاى هشت 
(p<0/001) بالاتر از ميزان بيان آن در جنين هاى با كيفيت پايين (گروه 
IV) بود و هر چه از گروه I به سمت گروه IV پيش مى رفتيم، از ميزان 
بيان رونوشت BAG1 كاسته مى شد (شكل 4A). همچنين كاهش بيان 
 IV گروه  در  و   I گروه  به  نسبت   III گروه  در   BAG1 ژن   mRNA

. (p<0/01) معنى دار بود II نسبت به گروه

بيان ژن BAX در جنين هاي با درجات مختلف فراگمنتاسيون
در   I گروه  به  نسبت   II گروه  در   BAX ژن  رونوشت  بيان  ميزان 
 (p<0/05) در سطح I نسبت به گروه III و در گروه (p<0/01) سطح
در   II گروه  به  نسبت   IV گروه  اما  يافت،  افزايش  معنى دار  شكل  به 
 (p<0/05) در سطح III نسبت به گروه IV و گروه (p<0/01) سطح

.(4B شكل) به شكل معنى دار كاهش بيان نشان داد

بحث
استفاده  با   (8  ،6  ،4) قبلى  مطالعات  مشابه  حاضر،  مطالعه  در 
در  فراگمنتاسيون  كه  شد  ثابت   TUNEL رنگ آميزى  تكنيك  از 
در  كه  به  طورى  دارد،  ارتباط  آپوپتوز  فرايند  با  انسانى  جنين هاى 
تعداد  بودند  فراگمنت  ميزان  كمترين  داراى  كه   I گروه  جنين هاى 
هسته هاى TUNEL مثبت نيز كم بوده و هر چه به سمت گروه IV كه 
تعداد  به  مى رفتيم  پيش  مى شد،  شديدتر  فراگمنتاسيون  درجه  آنها  در 
حايز  اينجا  در  كه  نكته اى  مى شد.  افزوده  مثبت   TUNEL هسته هاى 
مى تواند   TUNEL رنگ آميزى  چند  هر  كه  است  اين  است  اهميت 
شكست ها  اين  اما  كند  شناسايى  را   DNA رشته   3′-OH شكست هاى 
آپوپتوز  با  مرتبط  اندونوكلئازى  هضم  از  غير  روشى  با  است  ممكن 
ايجاد شده باشند. بنابراين روش TUNEL مدرك استوارى براى تاييد 
كرد  رد  را  احتمال  اين  نمى توان  حال  اين  با  نيست؛  آپوپتوز  وقوع 
فرايند  از  اثرى   DNA شناسايى شده ى  فراگمنتاسيون هاى  از  برخى  كه 

باشند. آپوپتوز 
پديده  تاثير  نشان دهنده ى  كه  مورفولوژيك  يافته هاى  بر  افزون 
هستند،  لانه گزينى  از  پيش  جنين هاى  فراگمنت هاى  بروز  در  آپوپتوز 
گرفته  صورت  زمينه  اين  در  نيز  ژنتيكى اى  و  بيوشيميايى  مطالعات 
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شكل 4: ميزان نسبى بيان رونوشت ژن هاى BAG1 و BAX در جنين  هاى انسانى با درجات مختلف فراگمنتاسيون. 
در شكل A و B علامت يك ستاره (*) نشان دهنده اختلاف معنى دار در سطح (p<0/05)، دو ستاره (**) در سطح 
و   BAG1 رونوشت  هاى  بيان  مقايسه   C شكل  در  مى باشد.   (p<0/001)  سطح در  ستاره (***)  سه  و   (p<0/01)
BAX در يك نماى كلى نشان داده شده است، حروف مشابه به هم نشان دهنده معنى دار بودن اختلاف در ميزان 
سطح  در   f و   d حروف   ،(p<0/01) سطح در   b و   c حروف   ،(p<0/001) سطح در  اختلاف   a حرف  ژن هاست.  بيان 

(p<0/05) معنى دار است. 

بيان ژن هاي آپوپتوزي در جنين هاي فراگمنته
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به  مبادرت  دانشمندان  جنين ها،  در  آپوپتوز  پديده  اثبات  براى  است. 
در  آنها  محصولات  و  سلولى  مرگ  در  دخيل  ژن هاى  بيان  كشف 
اثبات  براى  كافى  دلايل  تا  كرده اند  فراگمنت ها  و  جنينى  سلول هاى 
به  شد،  گفته  نيز  پيش تر  كه  همان گونه  آورند.  دست  به  خود  فرضيه 
آپوپتوز  پديده  در   BCL-2 و  كاسپازها  ژنى  خانواده  دو  كلى  طور 
دخيل  ژن هاى  كه  مى دانيم  پيشين  مطالعات  اساس  بر  هستند.  دخيل 
از  پيش  مرحله  در  جانورى  و  انسانى  جنين هاى  در  آپوپتوز  مسير  در 

لانه گزينى بيان مى گردند (4، 8، 13). 
به   ،2008 سال  اواخر  در  مطالعه اى  طي  همكارانش  و  ونديل 
بررسى بيان mRNA ژن هاى bcl-2, bax, casp3 و casp7 به عنوان 
يك نشانگر براى شناسايى آپوپتوز در بلاستوسيست گاوى پرداختند. 
با  گروه  دو  آن  از  يكى  كه  بود  جنينى  گروه  دو  شامل  ايشان  مطالعه 
 (Staurosporine) يك ماده القاگر آپوپتوزى به نام استاروسپورين
هيچ  تحت  كه  بودند  كنترل  جنين هاى  ديگر  گروه  و  بود  شده  تيمار 
تيمارى قرار نگرفتند. در اين مطالعه ميزان بيان هيچ يك از ژن ها ميان 
كردند  پيشنهاد  ايشان  نداشت.  معنى دار  اختلاف  آزمايشى  گروه  دو 
كه بيان رونوشت ژن هاى مورد مطالعه نمى تواند به عنوان يك ماركر 

مناسب براى تشخيص آپوپتوز به كار رود (4).
شد،  انجام  همكارانش  و  ملكا  توسط  كه  مطالعه اى  در  همچنين 
گاوى  جنينى  گروه هاى  در   casp3 و   bax آپوپتوزى  ژن هاى  بيان 
از  پيش  مراحل  در  بد)  و  متوسط  (خوب،  گوناگون  كيفيت هاى  با 
نتايج  خلاف  بر  مطالعه  اين  گرفت.  قرار  بررسى  مورد  لانه گزينى 
ونديل نشان داد كه bax و casp3 ماركرهاى بالقوه اى در ارزيابى 
جنين هاى  در   bax رونوشت  بيان  مى شوند.  محسوب  جنين  كيفيت 
بيش تر  معنى دار  طور  به  چهارسلولى  مرحله  در  بد  كيفيت  داراى 
بيان  همچنين  بود.  مرحله  همان  در  خوب  كيفيت  با  جنين هاى  از 
دو  مراحل  در  بد  كيفيت  داراى  جنين هاى  در   casp3 رونوشت 
كيفيت  داراى  جنين هاى  از  بالاتر  معنى دار  طور  به  چهارسلولى  و 
در  كه  است  اين  توجه  جالب  نكته  بود.  مراحل  همان  در  خوب 
ميزان  در  اختلافى  هيچ  لانه گزينى،  از  پيش  تكوين  ديگر  مراحل 
كه  كرد  پيشنهاد  ملكا  نشد.  ديده  مطالعه  مورد  رونوشت هاى  بيان 
در صورت عدم وجود اختلاف در مقدار بيان ژن هاى مورد مطالعه 
و  ژن ها  آن  بيان  ميان  ارتباطى  هيچ  جنينى،  گوناگون  گروه هاى  در 

ندارد (13). وجود  جنين  مورفولوژيكى  كيفيت 
در مطالعه حاضر نيز نشان داده شد كه رونوشت ژن هاي BAG1 و 
BAX در جنين هاى انساني با كيفيت هاى مختلف از لحاظ مورفولوژي 
در مرحله 8 سلولي بيان شده و mRNA ژن BCL-2 در جنين هاى هشت 
سلولى انسانى بيان نمى گردد. ژن BAX، يك ژن آنتى آپوپتوز (موافق با 
مطالعه حاضر) مي باشد. متكاف و همكاران  نشان دادند كه رونوشت 
و پروتئين ژن BAX در همه مراحل تكوين جنين هاي انساني بيان مي 
گردد. به نظر مي رسد كه BAX يك ژن اصلي پروآپوپتوزي در تكوين 
 II در گروه BAX جنين انسان به شمار آيد (18). سطح بيان رونوشت
نسبت به گروه I به طور معني دار افزايش يافت، اما درگروه III (بدون 
اختلاف معني دار) با گروه II و گروه IV (با اختلاف معني دار) نسبت 
به گروه هاى II و III به ترتيب از ميزان بيان اين ژن كاسته شد. كاهش 
بيان ژن BAX در جنين هايي با درجه بالاى فراگمنتاسيون ممكن است 
به اين علت باشد كه ژن BAX به عنوان آغازكننده مسير مرگ سلولى 
عوامل  توسط  مسير  اين  ادامه  و  شده  بيان  كوتاه  زمانى  فاصله  يك  در 

ديگرى انجام خواهد شد. 

 BCL2 خانواده  BAG1 كه يك عنصر آنتي آپوپتوز از  بيان ژن 
فراگمنتاسيون  لحاظ  از  جنين  مورفولوژيكي  كيفيت  با  مي باشد، 
كاهش  مورفولوژي  نظر  از  جنين  كيفيت  چه  هر  يعني  بود؛  مرتبط 
طوري  به  مي شد،  كاسته  نيز   BAG1 ژن  بيان  ميزان  از  مي كرد  پيدا 
I و پايين ترين آن در گروه  كه بالاترين ميزان بيان اين ژن در گروه 

شدند. مشاهده  معني دار  اختلاف  با   IV
سبب  كه  است  پلي پپتيدي  آنتي بيوتيك  يك   ،D اكتينومايسين 
مطالعه اي  در  مي گردد.  جنيني  بلاستومرهاي  بيشتر  در  آپوپتوز  القاي 
دخيل  ژن هاي  بيان  روي  بر   D اكتينومايسين  تاثير  بررسي  به  فابيان 
ژن هاي   mRNA ايشان  پرداخت.  موش  جنين  در  آپوپتوز  مسير  در 
شده  كشت   بلاستوسيست  در  را   (.…bax, bcl2l2, bad) انتخابي 
اكتينومايسين  بالاي  غلظت هاي  داراي  محيط  در  ساعت   24 مدت  به 
مورد  ژن هاي  همه  در  كرد.  آزمايش  آن  فاقد  محيط  در  نيز  و   D
به  شده  تيمار  بلاستوسيست هاي  در  رونوشت ها  نسبي  ميزان  مطالعه، 
وي  بود.  كنترل  گروه  بلاستوسيست هاي  از  پايين تر  معني دار  طور 
و  تكويني  توقف  به  منجر  آپوپتوزي  القاگر  اين  با  تيمار  كرد  ثابت 
سلول  در  آپوپتوز  شاخص  خصوصيات  ايجاد  در  معني دار  افزايش 
كه  داد  نشان  ديگري  مطالعه  در  ايشان  همچنين   .(19) مي شود 
 (TNF-α) و   D اكتينومايسين  نظير  آپوپتوزي  القاگرهاي  افزودن 
معني داري  طور  به  كشت  محيط  به   Tumor Necrosis Factor-α

وقوع مرگ سلولي در بلاستوسيست موش را افزايش مي دهد (20).
در  معني دار  كاهش  سبب   D اكتينومايسين  نيز  حاضر  مطالعه  در 
 II و   I گروه  به  نسبت   IV گروه  در   BAG1 رونوشت  بيان  سطح 
صورت  به   BAX ژن  رونوشت  بيان  بر   D اكتينومايسين  اثر  گرديد. 
مشاهده   III و   II گروه  به  نسبت   IV گروه  در  معني دار  كاهش 
ژن هاى  بيان  نسبت  در  تغيير  با   D اكتينومايسين  مى رسد  نظر  به  شد. 
جهت  در  ويژه اى  تغييرات  ايجاد  باعث  آنتى آپوپتوز،  به  پروآپوپتوز 

عدم تعادل و توازن بيان ژن هاى پرو و آنتى آپوپتوز مى گردد.
در   BAG1 و   BAX ژن هاى   mRNA بيان  كه  داديم  نشان  ما 
آپوپتوز  متحمل  كه  فراگمنتاسيون  بالاى  شدت  با  جنين هايى 
با  يا  و  طبيعى  جنين هاى  به  نسبت  بلكه  نبوده  بالا  تنها  نه  مى شوند، 
پژوهشگرانى  اكثر  مى باشد.  پايين  فراگمنتاسيون،  ميزان  كم ترين 
ميزان  از  متفاوتى  نتايج  به  مى كنند،  مطالعه  زمينه  اين  در  كه 
بيان  ميزان  در  اختلاف  يافته اند.  دست  آپوپتوزى  ژن هاى  بيان 
تغييرپذيرى به  اول  درجه ى  در  آپوپتوزى  ژن هاى  رونوشت هاى 

داده  نسبت  انسانى  جنين هاى  در  ژن ها  اين  ذاتى   (Variability)
مختلف  جنين  هاى  در  ژنى  بيان  الگوى  ديگر  عبارت  به  مى شود، 
 BCL2 خانواده  ژن هاى  تغييرپذيرى  است.  متفاوت  انسانى 
اصل،  بنابراين   ،(18) شده  مشاهده  نيز  جانورى  جنين هاى  در 
است،  رسيده  قطعيت  به  خانواده  اين  ژن هاى  بيان  تغييرپذيرى 
از  برخى  بيان  ناپايدار  ماهيت  و  رونوشت ها  فراوانى  احتمال  به 
در  خطا  همچنين  دارند.  نقش  امر  اين  در  خانواده  اين  اعضاى 
اين  براى  توضيحى  است  ممكن  جنين ها  پايين  كيفيت  و  انتخاب 
با  رابطه  در  ديگرى  احتمالات  از  بتوان  شايد  باشد.  تغييرپذيرى 
انسانى  جنين هاى  در  آپوپتوزى  ژن هاى  بيان  ميزان  در  اختلاف 

نمود: استفاده 
1. مرگ سلولى برنامه ريزى شده  يك فرايند فعال است، بنابراين 
ممكن است جنين داراى بلاستومرهايى با ظاهر طبيعى بوده اما شروع 

به تغيير در الگوى بيان ژنى خود كرده باشد.

پيلتن و همكاران
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مى تواند  ديگرى  توضيح  جنين  كيفيت  و  آپوپتوز  بين  ارتباط   .2
طور  به  انسانى  جنين هاى  در  سيتوپلاسمى  فراگمنت هاى  باشد. 
اجسام  مشابه  ظاهرى  نظر  از  قطعات  اين  مى شوند،  مشاهده  فراوان 
آپوپتوتيك  اجسام  با  فراگمنت ها  اين  تفاوت  مى باشند.  آپوپتوتيك 
بوده  فراگمنته   DNA حاوى  آپوپتوتيك  اجسام  كه  است  اين  در 
فراگمنت هاى  كه  حالى  در  مى كنند  بيان  را  فعال  كاسپازهاى  و 
آپوپتوز  هميشگى  علايم  بنابراين  مى باشند.   DNA فاقد  سيتوپلاسمى 
اين  و  مى باشند  شناسايى  قابل  غير  سيتوپلاسمى  فراگمنت هاى  در 
به  هميشه  سيتوپلاسمى  فراگمنتاسيون  و  آپوپتوز  كه  مى دهد  نشان 

نيستند. مرتبط  هم 
3. ميزان بيان ژن هاى آپوپتوزى ممكن است تحت تاثير شرايط 
مشخص  آن  مكانيسم  هنوز  ولى  يابد  افزايش  محيطى  نامطلوب 

نيست.
گروه هاى  بين  در  آپوپتوزى  ژن  يك  بيان  ميزان  در  اگر   .4
كه  مى دهد  نشان  باشد،  نداشته  وجود  اختلافى  جنين  كيفى  مختلف 
ارتباطى  جنين  مورفولوژيكى  كيفيت  و  مورد نظر  ژن  آن  بيان  ميان 
وجود ندارد؛ يعنى هر چند ممكن است جنين از نظر ظاهرى داراى 
ژن  بيان  بالاى  ميزان  معناى  به  امر  اين  اما  باشد  بسيار  فراگمنت هاى 

بود.  نخواهد  آپوپتوزى 

نتيجه گيرى
درجات  با  انسانى  جنين هاى  كه  مى دهد  نشان  حاضر،  مطالعه 
رونوشت هاى  سلولى،  هشت  مرحله  در  فراگمنتاسيون  مختلف 

در  مى كنند،  بيان  را   BAX و   BAG1 ژن هاى  توسط  رمز گردانى شده 
حالى كه رونوشتى از ژن BCL-2 در اين جنين ها مشاهده نمى گردد. 
هشت  مرحله  در  حداقل   BCL-2 ژن  قوى  بسيار  احتمال  به  بنابراين 
نمى كند.  ايفا  آپوپتوز  مسير  شناسايى  در  نقشى  انسانى  جنين  سلولى 

البته اين يافته نياز به بررسى هاى بيشترى دارد. 
ما براى اولين بار نشان داديم كه تفاوت در كيفيت مورفولوژيكى 
جنين ها از لحاظ فراگمنتاسيون با ميزان بيان ژن BAG1 ارتباط دارد و 
اين ژن مى تواند به عنوان يك ماركر مناسب جهت تشخيص آپوپتوز در 
جنين هاى انسانى به كار رود. با اين حال به منظور تعيين ارتباط دقيق بين 
تنظيم بيان ژن هاى آپوپتوزى و فراگمنتاسيون سلولى جنين ها در مرحله 
از  استفاده  با  بيشترى  عملكردى  مطالعات  مي بايد  لانه گزينى،  از  پيش 
مدل هاى انسانى و جانورى در رابطه با فعاليت ساير ژن هاى آپوپتوزى 
سنتز  و  پردازش  ترجمه،  مثل  رونويسى  از  بعد  سطح  در  آنها  تنظيم  و 

پروتئين صورت بگيرد.

تقدير و تشكر
شد.  انجام  رويان  پژوهشكده  در   ،271-1 شماره  تحقيقاتى  طرح 
جنين  آزمايشگاه  محترم  اعضاي  همكاري  از  صميمانه  بدينوسيله 
شناسي و آزمايشگاه ژنتيك به خصوص جناب آقاي روح االله فتحي، 
قدرداني  حسني  فاطمه  خانم  سركار  و  يكتا  اميري  امير  آقاي  جناب 
فراهم  خاطر  به  رويان  پژوهشكده  مسئولين  كليه  از  همچنين  مي شود. 

نمودن امكانات اين مطالعه تقدير و تشكر مي گردد.
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