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ن فاكتوري ارندهيگژنان يب سلولي موش و8-16هاي نين جني بر تكودرماليفاكتور رشد اپبررسي اثر

ايشهي انجماد شزس اپ
3د جواد مولييسدكتر ،2ينمنصوره موحددكتر ، 1م قربانمهرينس

قاتيدانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحق،نتيككارشناس ارشد ژ-1

mansoure@modares.ac.ir) لف مسئولؤم(ت مدرسي دانشگاه ترب،ح دانشكده پزشكييار گروه علوم تشريدانش-2

ت مدرسي دانشگاه ترب،يهك دانشكده علوم پاينتژگروه  دانشيار-3

چكيده
آميز و تكوين موفقيت. باشدي ميدرمان نابارورييك فعاليت روتين در درمانگاههاي انسانيهاانجماد جنين:زمينه و هدف

مطالعات .  داردي رشد، سايتوكاينها و بيان ژنومي به محيط كشت مناسب، فاكتورهاي منجمد شده به ميزان زياديها جنينيگزينلانه

. باشندي ميگزيندر تكوين جنين و مراحل لانهو رسپتور آن )EGF(اخير بيانگر نقش مهم فاكتور رشد اپيدرمال 

با  و بيان رسپتور آن در جنين موش منجمد شده يگزيندرمال در تكوين قبل از لانهاپي تأثير فاكتور رشد تعيينهدف از اين مطالعه 

. باشدميده شده يني كشاستفاده از

NMRI شده نژاد گاري از موشهاي تحريك تخمكHCG ساعت پس از تزريق 72تا 66 سلولي 8-16هاي جنين: بررسيروش

 ساعت در 96 به مدت 2و1 گروه شاهد هايجنين.  تقسيم شدند)روه آزموندو گروه شاهد و دو گ ( گروه4 به  وبدست آمدند

آوري بلافاصله پس از جمع2 و 1ون  گروه آزمهايجنين. كشت داده شدند EGF(10 ng/mlMEM-α+(و- MEM-α محيط

MEM-α +EGF و MEM-αدر دو محيط پس از ذوب به ترتيب و منجمد شدند (10 ng/ml) ت داده  ساعت كش96 براي مدت

.  بررسي شدند2χنتايج بدست آمده با استفاده از آزمون . ها بطور روزانه ثبت شدجنين تكوين.شدند

RTبه دنبال واكنش . هاي خارج شده و يا در حال خروج از زونا صورت گرفت در جنينRT-PCR بيان ژن گيرنده با روش يبررس

.  صورت پذيرفت تا دقت و حساسيت كار افزايش يابدNestedي استفاده از پرايمرها باPCRواكنش ) ترجمه معكوس(

 غيرمنجمد هايهاي منجمد شده به ميزان قابل توجهي كمتر از جنينوسيست و خروج از زونا در جنينميزان تشكيل بلاست:هاافتهي

 بصورت دو به دو 2با1 و آزمون 2با1سه دو گروه شاهدمقاي.  منجمد شده بوضوح بالاتر بودهايميزان دژنراسيون در جنين. بود

.  برخوردار نيستداريدر بين اين گروهها از تفاوت معنينشان داد كه ميزان تشكيل بلاستوسيست، خروج از زونا و دژنراسيون 

ده فاكتور رشد  مربوط به گيرنmRNAها  ساعت كشت جنين96 نشان دادند كه پس از RT-PCR با روش هاي مولكوليبررسي

. شود بيان مي2 و 1، آزمون 2و1 گروه شاهد 4اپيدرمال در هر 

يها بر تكوين جنيني هيچگونه تأثير محرك-αMEM به يك محيط كشت مانندng/ml 10 با غلظت EGFافزودن :رييگجهينت

.جمد شد و غيرمنجمد نداردمن

. شود نمي، منجمد شدهيها ساعت كشت جنين96د پس از ر رشانجماد باعث ايجاد وقفه در بيان ژن گيرنده فاكتو

.ان ژني، بدرمالي فاكتور رشد اپن،يانجماد جنني،ين قبل از لانه گزي جن:هاواژهكليد 

18/3/85:            پذيرش مقاله15/3/85:      اصلاح نهايي28/9/84:وصول مقاله
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مهدمق
خمك در ك دهه تجربه در امر بارورسازي تيغم ليرع

زان لانه يسفانه مأ مت،ن و انتقال آنيكشت جنشگاه،يآزما

باشدشگاهي هنوز مطلوب نمييي آزماهانيني جنيگز

ا ير نشان دهنده نقش فاكتورهاي رشد يقات اخيتحق. )1(

ني آن ين و لانه گزيه جنين اوليها در تكونيتوكيسا

نه سنجش يمطالعات متعددي در زم.)2و3 (باشدمي

ها در نين جنيضور فاكتورهاي رشد در تكوضرورت ح

ج نشان ي نتا.)2 و4 و5(نجام شده است اشگاه يط آزمايمح

ك رشد ويدرمال در تحريكتور رشد اپاند كه فاداده

ن مشخص شده است يهمچن. )6 (ز سلولي نقش دارديتما

نا ست و خروج از زويل بلاستوسي تشك1EGFكه حضور 

 و Kimاز طرفي . )7(دهديش مين موش افزايرا در جن

ر يثأرغم تياي نشان دادند كه علهمكارانش طي مطالعه

ن فاكتور يزان خروج از زونا ايدرمال در ميفاكتور رشد اپ

)1 (ست را بهبود بخشديل بلاستوسيكزان تشيتواند مينم

اعلام نمودند كه افزودن زي ن و همكارانشCloverو

 قبل از نيط كشت جنيدرمال به محيفاكتور رشد اپ

شگاه را  يط آزماين در محين جني تكو،نييگزلانه

.)8 (دينماك نمييتحر

ن و نگهداري طولاني مدت آن يانجماد جنگرياز سوي د

ن در درمانگاههاي درمان يكي از روشهاي روتيامروزه 

ها و بررسيباشدقاتي مييشگاههاي تحقيزماآناباروري و 

هاي نيني در جنيه گزن و لانيزان تكوياند كه منشان داده

باشدير منجمد ميهاي غنيده كمتر از جنـمنجمد ش

نه مطالعات ين زمين مشكل در ايجهت رفع ا.)9- 11(

 و همكارانش  Desaiاري انجام شد به عنوان مثاليبس

هاي منجمد شده ستي بلاستوس2نشان دادند كه همكشتي

1. Epithermal Growth Factor
2. Co-culture

 بلافاصله پس از ذوب، سرعت Veroانساني با سلولهاي 

4ن ين جنيسه تكويمقا).12 (دهديش مين را افزايوتك

ط همكشتي نشان يط كشت و شرايروزه موش در مح

ا كشت به يستم همكشتي و يدهد كه استفاده از سيم

هاي نين جني تكو،ستمين سيهمراه ترشحات حاصل از ا

. )9 (بخشدشگاه بهبود مييط آزمايمنجمد شده را در مح

 همكشتي با مشكلاتي همراه ستميكاربرد سي كه ياز آنجا

ن يكي از ترشحات ايتواند ي مEGF و )13 (باشدمي

ن ين ايگزين فاكتور را جايد بتوان ايستم باشد شايس

 بر EGF اثرتعيينن مطالعه يهدف از ا. ستم نموديس

شگاه  يط آزماين موش منجمد شده در شراين جنيتكو

.شدباين فاكتور ميان رسپتور ايپس از ذوب و بررسي ب

 بررسيروش
 با NMRI موشهاي ماده نژاد :شگاهييوانات آزمايح-1

ه شدند ياي از موسسه سرم سازي رازي ته هفته8 تا 6سن 

12(وانخانه يط حيري در شرايقرارگك هفته يو پس از 

 درجه 22و دماي )كيي ساعت تار12ساعت نور و 

 از موشهاي نر سالم. گراد مورد استفاده قرار گرفتندسانتي

ري يگ هفته براي جفت10-14ن نژاد و با سن حدود يهم

.استفاده شدند

 به :هانيآوري جنگذاري و جمعك تخمكيتحر-2

5/7گذاري در موشهاي ماده ابتدا منظور القاء تخمك

قه درون صفاقي به هر ي به طرPMSGالمللي نيواحد ب

5/7 ساعت 48ق شد و به دنبال آن پس از يموش تزر

بلافاصله . ق شدي به موشها تزرHCG3المللي نيواحد ب

ري در يگك به منظور جفتيك به يموشها بصورت 

صبح روز بعد .قفسهاي حاوي موش نر قرار داده شدند

پلاك واژن مورد بررسي موشهاي ماده از نظر وجود 

3. Human Chorionic Gonadotrophin 
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 ساعت پس 72.قرار گرفتند و موشهاي حامله جدا شدند

ع شدند و  موشهاي حامله قطع نخاHCGق ياز تزر

ها بلافاصله در لوله.هاي رحمي آنها خارج شدندلوله

ط كشت حاوي  سرم قرار داده شدند و با يهاي  محقطره

هاي رحمي لولهط كشت به درون يق مقداري محيتزر

.وري شدندآ سلولي خارج شده و جمع16-8هاي نيجن

 عدد 396ن بررسييهاي مورد استفاده در انيمجموع جن

ادي ـروه انجمـدد در دو گـ ع176داد ـن تعيز اود كه اـب

قرار) ر انجمادييغ( عدد در گروههاي شاهد 220و 

ه  گرو4 به هاي نامبرده بصورت اتفاقيني جن.گرفتند

 ساعت 96 به مدت 1هاي گروه شاهد نيجن: م شدنديتقس

هاي نيجن. كشت داده شدند MEM-αط كشت يدر مح

EGF+ط كشتيمح ساعت در 96به مدت 2گروه شاهد 

MEM-α2و1هاي گروه آزمون نيجن.  كشت داده شدند

اي شهيآوري به روش انجماد شبلافاصله پس از جمع

ب ي ساعت به ترت96مدت منجمد شده و پس از ذوب به 

 كشت داده EGFMEM-α+و MEM-αطيدر دو مح

.شدند

خ استفاده شده ي ضد :1OPSاي به روش شهيانجماد ش-3

 و همكارانش kasai بود كه توسط ESF40ن روش يدر ا

ر يخ به قرار زين ضد ي ابيترك) 14 (شرح داده شده بود

:بود
MEM-α.Ficol 30% (Sigma), Sucrose  0.5 mol 

(Sigma), Ethylene glycol 40%(v/v)
ك ين روش ني فرانسوي مخصوص انجماد بر روي يدر ا

 قطر قي كهي به طرده  شديده و كشيصفحه داغ حرارت د

دين رس آهي به نصف قطر اولخارجي و داخلي ني حدوداً

چي يك قين قسمت توسطيكتريسپس ني در بار). 15(

واره ني ترك و شكاف يده شد به نحوي كه در ديز بريت

1. Open Pulled Strow

آوري در قطرات ها پس از جمعنيجن. جاد نشوديا

خ قرار ياز ضد ) تريكرولي م2با حجم حدود  (كوچك

ك ني درون قطره ين انتهاي بارداده شد و با قرار داد

درون ني ها نيخ حاوي جني ضد ،نگييروي موئيتوسط ن

م يخ بطور مستقين و ضد يبالا رفت سپس ني حاوي جن

جهت ذوب انتهاي ني حاوي .ع شناور شديدرون ازت ما

م درون يع بطور مستقي از ازت ماها پس از خروجنيجن

ستون . مولار قرار داده شد5/0ه محلول ساكارز طرق

ه ذوب شده و محلول ي ثان1-2منجمد شده در عرض 

ها رسوب ني آن جنزبلافاصله پس ا. ساكارز وارد ني شد

پس .ط ساكارز شدنديشده و وارد محكرده از ني خارج

ط كشت محلول يدر محها نين بار شستشوي جنياز چند

تاًين پاك شده و نهايط جنيخ به آرامي از محيضد 

.)1تصوير (مورد نظر قرار داده شدندط يها در محنيجن

جنين بلافاصله پس از ذوب:1تصوير

)الف وب وج-2تصوير (هانين جنيمراحل رشد و تكو

رد بررسي  ساعت بطور روزانه و مرتب مو96به مدت 

آزمونهاي آماري باسيبرر. قرار گرفت و ثبت شد

.گرفتصورت SPSSو نرم افزار (X2)مربع كاي
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جنين در مرحله مورولا:  الف-2صويرت

)ب(جنين در حال خروج از زونا : ب-2ر يتصو

)ج(جنين خارج شده از زونا :  ج-2تصوير 

 ساعت RT-PCR1:168ان ژن به كمك يبررسي ب-4

 ساعت كشت 96در انتهاي  (HCGق يپس از تزر

ا در حال خروج از يهاي خارج شده و نيجن) هانيجن

ن يا. جدا شدندEGFرنده يان ژن گيجهت بررسي بزونا 

ن حجم يهاي مولكولي با كمترها تا زمان بررسينيجن

زر يدر فروب ويكروتيدرون م)lµ1-2(ط كشت يمح

.وس نگهداري شدندي درجه سلس- 70

تر يكرولي م5ن ي عدد جن3به ازاء هر : نييز سلولهاي جنيل

فرمول . وده شدها افزنيوب حاوي جنيز كننده به تيبافر ل

:)16 (ر بودين بافر به قرار زيا
 NP40 (50%), Tris (PH:8 10mmol/L), 
Nacl (10 mmol/L), Mgcl (3 mmol/L) 

ز يطول زمان ل.خ قرار گرفتيوب بلافاصله بر روي يت

ن مدت يقه بود كه تمام طول اي دق2سلولي كمتر از 

ن زمان يفاصله پس از ابلا.خ قرار داشتيوب بر روي يت

 بلافاصله پس  RTدر مواردي كه. شروع شد RTواكنش

با ز شده يهاي لنيوب حاوي جنيز سلولي انجام نشد تياز ل

ع منجمد شده و ير ازت مام ديور شدن مستقغوطه

. قرار داده شد-70زر يفردره بلافاصل

تر محلول حاوي يكرولي م5به ازاء هر : RTواكنش 

وبي تر بهيمحلول زتر ازيكرولي م15،دهز شيسلولهاي ل

.اضافه شد

-RT) DTT 50mM, Trisتر بافر يكرولي م4 Hcl PH:8.5

250mM,3,3مريتر پرايكرولي م,Oligo(dt) [MWG-

Biotech]1تر مخلوطيكرولي مdNTP تر يكرولي م5/0 و

وب حاوي عصاره يبه تM-MULV(200µl)م يآنز

في حاوي تمام وب كنترل منيت.لولي افزوده شدس

وب مذكور يسپس ت.  بودRTم يبات فوق به جز آنزيترك

 درجه قرار داده شد و در 42 ساعت در دماي 1به مدت 

1 Revers Transcription- Polymerase Chain Reaction
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قه تا ي دق5ان واكنش به مدت يمرحله بعد به منظور پا

 مراحل فوق در دستگاه . درجه حرارت داده شد95دماي 

ان واكنش يپس از پا.  انجام شد)Techne (كلريترمال سا

رسوب . ن شدندي اسپ دقيقه2- 1براي مدت هاوبيت

ز به آرامي جدا يز سلولي و محلول سررياي ليحاوي بقا

ل يوب استريك تيتر از آن به يكرولي م20شده و هر 

  مورد استفاده PCRجداگانه منتقل شد تا جهت واكنش 

.رديقرار گ

20وب حاوي ير به تي با افزودن محلول ز:PCRواكنش

:ديتر رسيكرولي م30وب به يحجم تDNAتريكروليم

 PCR) Tris-Hcl 10mmol/Lتر بافر يكرولي م2

PH:8.3(،1تريكرولي مdNTP(10mM)،5/0تريكرولي م

Taq polymerase (5u/µl)،6/0ك يتر از هر يكرولي م

ن يي و پا بالادست)EGFR-1(خارجيمرهاييپرااز 

.زهيونيتر آب ديكرولي م3/4و ) 20mM(دست 

:ر بوديب زيط واكنش به ترتيشرا

 درجه به 94كل در دماي يك سيه شامل يون اوليدناتوراس

هي ثان30با شرايط كل ي س35 وهيثان30قه و ي دق2مدت 

ه ي ثان30،وسي درجه سلس95 در دماي دناتوراسيون

به و اكستنشن ،وسي درجه سلس55نگ در دماي يلينآ

.وسي درجه سلس72ه در دماي ي ثان60مدت 

72قه در دماي ي دق10ي به مدت ينهااكستنشن حله مر

.وس انجام شديدرجه سلس

 به EGFRمر اختصاصي براي ژن يدو جفت پرا

ك جفت براي ژن  ي وطراحي شده Nestedصورت

β2m و واكنش در نظر گرفته شد PCRانجام شد  .

بود  جفت باز545مرهاي خارجي ير با پرايمحصول تكث

 با كمك PCRراند دوم ك ين محصول سپس در يكه ا

ر شد قطعه ي تكثnestedمر خارجي بصورت يجفت پرا

 Nestedمحصول  (مرهاي داخليي پرار بايحاصل از تكث

PCR (93روي اگزونهاي مرها بريپرا.  جفت باز بود

مر يمختلف طراحي شدند علاوه  بر آن پرا

بر )EGFR-1R(جفت خارجي ) Reverse(معكوس

ر يجه از تكثيشده و در نتقع  وا13 و 12روي مرز اگزون 

.نمودري مييجلوگDNA احتمالي
EGFR-1F 5´ AAG ATG CCA TCC GCA ATT  
3´ 
EGFR-1R 5´CCT TGC AGT CCT TCT CAG 
CTC 3´
EGFR-2F 5´ TCC TCC TCT AGA CCC ACG 
AG 3´
EGFR-2R 5´ TCC AGT TAT CAG GCC AAG 
3´ 

ن يارد بنابباشيان مي سلولها داراي ب در تمامβ2mژن 

 آن در تمام سلولها وجود mRNAرود كه انتظار مي

ن ير ايمرهاي بكار رفته جهت تكثيتوالي پرا.داشته باشد

mRNAر بودي بقرار ز:
Β2m-F: 5´ TGA CCG GCT TGT ATG CTA 
TC 3´
β2m-F: 5´ CAC ATG TCT CGA TCC CAG 
TAG3´ 

 بر روي PCRك واكنش يز ينمرين جفت پرايابا كمك

ر يقطعه قابل تكث.صورت گرفتRTواكنش صولحم

 هر سه . جفت باز داشت316مرها طولي معادل ين پرايبا ا

اي طراحي شده بودند كه گونهه مر ذكر شده بيجفت پرا

ن يو بنابراات مشابه بودندير خصوصي و ساTmداراي 

.كسان بوديدر تمام واكنشها  PCRطيشرا

هاافتهي
زان كلي يب نشان دهنده مي به ترت3و2و1نمودارهاي 

ون يزان خروج از زونا و دژنراسيم،ستيل بلاستوسيتشك

.باشدين مي ساعت كشت جن96در طي 
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ست در گروههاي مورد يل بلاستوسيزان كلي تشكيم: الف
:مطالعه

ل يزان تشكين موضوع است كه مي نشان دهنده ا1نمودار 

روههاي  ساعت كشت در گ96ست در طي يبلاستوس

داري بطور معني) %3/85 و %9/87ب يبه ترت (2و1شاهد 

 و %7/64ب يبه ترت(2و1شتر از گروههاي آزمون يب

ست يل بلاستوسيزان تشكيسه مياما مقا.باشديم) 1/65%

) %3/85 (2با گروه شاهد ) %9/87(1هد ن گروههاي شايب

) %1/65 (2با گروه آزمون ) %7/64 (1و گروه آزمون 

همانطور كه (.دهديداري را نشان نمنياختلاف مع

زان يشود انجماد كاهش قابل توجهي در ميمشاهده م

جاد نموده ولي افزودن فاكتور يست ايل بلاستوسيتشك

داري در آن داشته ر معنييثأدرمال نتوانسته تيرشد اپ

).باشد

 ساعت96ميزان كلي تشكيل بلاستوسيست پس از : 1نمودار 
a:1دار با گروه شاهداختلاف معني)p<0.05(b:2دار با گروه شاهد اختلاف معني) p<0.05(

: در گروههاي مورد مطالعهخروج از زونازان كلي يم: ب

ن ي نشان دهنده ا2سه ستونهاي موجود در نمودار يمقا

زان كلي خروج از زونا در گروههاي يموضوع است كه م

داري به طور معني)%7/83 و %7/82ب يبه ترت (2و1اهد ش

 و %2/55ب يبه ترت (2و1شتر از گروههاي آزمون يب

ل يزان تشكيداري در م اما اختلاف معني.باشديم) 7/58%
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 و گروه 2 با گروه شاهد 1ن گروه شاهد يست بيبلاستوس

همانطور كه .شودده نميي د2 با گروه آزمون1آزمون 

زان خروج از يي در ميار بسزيثأشود انجماد تيمشاهده م

درمال به يزونا داشته است اما افزودن فاكتور رشد اپ

زان خروج از ير چنداني در ميي نتوانسته تغNEM-αط يمح

.ديجاد نمايزونا ا

 ساعت96ميزان كلي خروج از زونا پس از : 2مودارن
a:1دار با گروه شاهداختلاف معني)p<0.05(b: 2دار با گروه شاهد معنياختلاف) p<0.05(

: در گروههاي مورد مطالعهوني دژنراسزان كلييم: ج

2 با شاهد  1ن گروه شاهد يون بيزان دژنراسيسه ميمقا

 در 1نطور گروه آزمون يو هم)%3/16 در مقابل 5/16%(

اختلاف ) %6/41 در مقابل %6/40 (2مقابل آزمون 

ون گروه يزان دژنراسياما مدادداري را نشان نميمعني

و شاهد ) %6/40 و %5/16ب يبه ترت (1 با آزمون 1شاهد 

اختلاف واضح ) %6/41 و %3/16ب يبه ترت (2 با آزمون 2

ر يثأز تينجا نيدر ا.)3نمودار  (داديداري را نشان مو معني

ده يون ديزان دژنراسيش ميقابل توجه انجماد در افزا

 در MEM-αط يمال به محدرياما فاكتور رشد اپ. شوديم

ر انجمادي نتوانسته يك از گروههاي انجمادي و غيچ يه

.ديجاد نمايون ايزان دژنراسير چنداني در ميثأت
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 ساعت96ميزان كلي دژنراسيون پس از : 3ارودنم
a:1دار با گروه شاهداختلاف معني)p<0.05(b:2دار با گروه شاهد اختلاف معني) p<0.05(

:ج مولكولييتان

RNA  استخراج شده از كبد موش به عنوان نمونه كنترل

 با  PCRالكتروفورز محصول.مثبت استفاده شد

ك باند قوي در ي نشان دهنده وجود β2mمرهاي يپرا

ر از كنترل يها بغه نمونهي جفت بازي در كل316ه يناح

 PCRد اولـول رانـورز محصـروفـالكت. دـباشفي ميـمن

EGFRمرهاي خارجي مربوط به ژن يفاده از پراـا استـب

)EGFR-1F و(EGFR-1R ك ينشان دهنده حضور

 جفت بازي در مورد نمونه كبد بود اما 545ه يباند در ناح

ه ـياحـن نـيدي در اـانـچ بـين هيـاي جنـههـورد نمونـدر م

 بر روي PCRپس از انجام راند دوم . مشاهده نشد

ي ـلـاي داخـمرهـيراـفاده از پـا استـد اول بـرانول ـمحص

) EGFR-2F و (EGFR-2R و الكتروفورز آن بر روي

ك باند ي) نيكبد و جن(ها ژل آگارز در مورد تمام نمونه

).3تصوير( جفت بازي مشاهده شد93ه يدر ناح

شود فضاي زير زونا همانطور كه در تصوير ديده مي

اندكه ي خود را جمع كردهگسترش يافته و سلولهاي جنين

پس از گذشت حدود يك ساعت جنين شكل طبيعي 

.آوردخود را بدست مي
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 بر روي ژل آگارزPCRالكتروفورزيس محصول : 3تصوير 

حث ب
ن قبل يدرمال بر تكوير فاكتور رشد اپيثأن مطالعه تيدر ا

شده مورد بررسي قرار منجمد هاي نيني جنياز لانه گز

ط ي به محEGFهدف اصلي ما مطالعه اثر افزودن . گرفت

ر آن يثأو بررسي تهاي منجمد پس از ذوب نيكشت جن

ن نشان يج حاصل چنينتا. ها بودنين جنين ايبر بهبود تكو

ل يزان تشكير چنداني بر ميثأ تEGFدادند كه يم

ده هاي منجمد شنيست و خروج از زونا در جنيبلاستوس

جي دست ين نتاي به چنزي ن)1( و همكارانش Kim. ندارد

ط ي به محEGFافته بودند، آنها اعلام كردند كه افزودن ي

ل يزان تشكيري بر ميثأ سلولي ت8هاي نيكشت جن

ري كردند كه يگجهيآنها نت.ست ندارديبلاستوس

دن به ين و رسيي تكويي تواناي سلولي به تنها8هاي نيجن

شواهدي دال بر ساخته . ستي را دارنديمرحله بلاستوس

ن وجود ي رشد اندوژن توسط جنشدن برخي فاكتورهاي

 نشان gene knock outاستفاده از روشهاي . )17 (دارد

ر يثأي تيك فاكتور رشد به تنهايان يدهند كه كمبود بيم

ن يهدف مهمتر ا.)18 (ن ندارديچنداني بر رشد و بقاء جن

اد ـه انجمـا پروسي آكهودـوع بـضن مويي اـق بررسـيتحق

ج نشان ير قرار دهند؟ نتايثأان ژن را تحت تيتواند بمي

هاي ني در جنEGFR مربوط به ژن mRNAدادند كه 

ان ي و همكارانش ب Qu.ر منجمد وجود دارنديمنجمد و غ

كولهاي بافت ي را در فولEGF وTGF-αرسپتور 

 بررسي قرار تخمداني انسان، قبل و بعد از انجماد مورد

 واكنش ،و نشان دادند كه انجماد)19 (دادند

 را EGFR و EGF وTGF-αك نسبت به يمونولوژيا

ان ژني ب)20 ( و همكارانشTachataki.دهدير نمييتغ

هاي منجمد انساني ني را در جنTSC2س يتوبراسكولورز

ري كردند كه انجماد يگجهيمورد بررسي قرار دادند و نت

ني ين قبل از لانه گزيان ژن را در طي تكويالگوي نرمال ب

 بلافاصله TSC2ان يزان بيسنجش كمي م. دهدير مييتغ

ها نشان داد نيك روز كشت جنيپس از ذوب و پس از 

افته اما يان ژن كاهش يزان بي م،كه بلافاصله پس از ذوب

. شودين كاهش مين باعث جبران ايك روز كشت جني

ان دوره كشت يپا پس ازRT-PCRدر مطالعه حاضر 
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ر ييج نشان دهنده تغينتا. ه انجام شددهاي منجمد شنيجن

افته ين ي، انبودان ژن پس از انجماديزان بيمشخصي در م

 همخواني داشت و Tachatakiج اعلام شده توسط يبا نتا

 ساعت كشت، 96دهنده اثرات جبراني توانست نشانيم

وع توجه ن موضيد به اي با اما،ان ژن باشديبر روي ب

ي كه مطالعه بصورت كمي نبود ياز آنجاداشت كه 

ري بر يثأچگونه تي اعلام نمود كه انجماد هتوان قطعاًينم

 در مورد اثرات جبراني كشت ،ان ژن ندارديزان بيم

ج ين نتاي كه هميادآور شدد يهاي منجمد شده بانيجن

هاي نير محققان در مورد فراساختار جنيسا توسط قاًيدق

اري ازيآنها اعلام كردند كه بس.  حاصل شدشدهمنجمد 

ك روز يجاد شده در اثر انجماد يساختاري ابهاي فرايآس

.)21 (شوندها جبران مينيس از كشت جنپ

گيرينتيجه
ج مطالعه حاضر نشان دادند كه ي، نتامجموعدر 

ده يچيپط كشت يك محيبه ) EGF)ng/ml10افزودن

ن ي محركي بر تكوريثأچگونه تيه (MEM-α)مانند 

ان يانجماد ب. ر منجمد ندارديهاي منجمد شده و غنيجن

د ينما ساعت پس از ذوب ممانعت نمي96 را EGFRژن 

ن يط كشت جني به محEGFرسد كه افزودن ياما به نظر م

.دهديش مي را در بلاستومرهاي موش افزاEGFRان يب
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