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ژن  يانب يزانم و مانيزنده بر موش يستسوراخ كردن مصنوعي بلاستوس تأثيربررسي 
Wnt3a  

  2آرامهدي شمس، 1فرح فرخي ،*2زادمجتبي دشتي ،1سمانه قريب
  اروميه، دانشگاه اروميه، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي1

 گروه زيست فناوري دامي ،پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران،  2

  6/2/94 :تاريخ پذيرش  26/11/93 :تاريخ دريافت
  يدهچك

 مختلف تكنيكهاي از ،آزمايشگاهي لقاح گزيني و حاملگي پس از انتقال رويانهاي حاصل ازلانه ميزان افزايش جهت امروزه

كردن مصنوعي سوراخ در اين مطالعه با  .شودمي استفاده هچينگ كمكي از جمله سوراخ كردن مصنوعي بلاستوسيست
ماني، خروج با استفاده از ريز سوزنهاي تزريق كننده، كيفيت بلاستوسيستهاي موش با بررسي نرخ زنده تسبلاستوسي

مورد  تنيبرون تني ودر دو گروه درون بلاستوسيستها. مورد ارزيابي قرار گرفت Wnt3aميزان بيان ژن بلاستوسيست از زونا و 
كننده به روش مكانيكي سوراخ شدند استفاده از ريز سوزنهاي تزريق با بلاستوسيستها تعدادي از  گروهدر هر . قرار گرفتند مطالعه

 زونا از بلاستوسيستها خروج قابليت و مانيزنده نرخ .ندهيچ تيماري به عنوان گروه كنترل در نظر گرفته شد بدون و تعدادي ديگر

اساس  بر .دگردي ارزيابيدر هر گروه اي پليمراز در زمان واقعي زنجيره واكنش تكنيك توسط Wnt3a ژن بيانميزان  همچنين و
در  كاهش نيافتماني تني گروه تيمار در مقايسه با كنترل ميزان زندهبرون تني وبلاستوسيستهاي درون آمده در به دستنتايج 
 Wnt3a ژنتني ميزان بيان بلاستوسيستهاي دروندر گروه . داري نشان دادزونا افزايش معنيبلاستوسيست از  ميزان خروجمقابل 

  . دار يافتتني كاهش معنيدار و در گروه بلاستوسيستهاي برونافزايش معني

   .رودبه كار  تواند يك روش مطمئن در هچينگ كمكيسوراخ كردن مصنوعي بلاستوسيست مي

 Wnt3a، ژن موش بلاستوسيتسوراخ كردن مصنوعي، هچينگ كمكي،  :واژه هاي كليدي

  dashtizad@nigeb.ac.ir:پست الكترونيكي ،02144787323: تلفن ،نويسنده مسئول *

   مقدمه
 گزيني موفق، خروج رويان از زوناپيش شرط يك لانه

 باشدمييا همان لايه محاطي شفاف اطراف جنين  اپلوسيد
 از ايلايه با تخمك اطراف شرايط طبيعي در .)30(

پس از  كه پوشيده شده است پروتئيني قندي مولكولهاي
اي به گونه در ساختارورود اولين اسپرم به تخمك با تغيير 

اسپرمي و پلي كه مانع ورود اسپرمهاي بعدي نمايدعمل مي
علاوه بر محافظت تخمك و  اين لايه. )17و  3( گرددمي

 شده و يكديگر از سلولهاي روياني شدن جدا از مانع ،رويان
 سمت به رويان يتهدادر  مؤثراز عوامل  يكيبه عنوان 

در روز زونا پلوسيدا . )25و  3( نمايدايفاء نقش مي رحم

 در مرحله بلاستوسيست رويان رسيدن با، پس از لقاح پنجم

هاي مترشحه از سلولهاي آنزيم كمك به ،يرحم حفره به
نازك شده و با بالا  رحم، و ديوارهرويان  يتروفواكتودرم

امكان  تا شودمي اي پارهرفتن فشار دروني رويان، از ناحيه
ن اي به .گرددفراهم  يرحم ديواره بهرويان  نفوذ و چسبيدن
 هچينگ زوناپلوسيدا، از رويان خروج و  شدن پاره فرآيند

ل ، هر تغييري كه بتواند در اين خروج اختلاشودگفته مي
قرار  تأثيرجدي تحت  به طور ايجاد نمايد نرخ باروري را

   .)22و  1( خواهد داد
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، با توجه به افزايش ميزان ناباروري در هاي اخيردر دهه
بيش از پيش  روشهاي كمك بارورينياز به  بين زوجين،
توان به مي ،ARTين روشهاي ترشايع از  .شوداحساس مي

 كه مواردي در .)11( نموداشاره  آزمايشگاهيرويان توليد 

 پيونددمي به وقوعو كشت جنين در شرايط برون تني  لقاح
و  مجاورت با  pHاسترسهاي محيطي نظير دما،  برخي

موجب  زونا ساختارتوانند با تغيير در مي محيطهاي كشت
-نرخ خروج و لانه در كاهشو  )23( افزايش الاستيسيته

كاهش  .)10و9(    گزيني رويان و در نهايت باروري گردد
-رويانهاي برون محاطيضخامت و يا ايجاد شكاف در لايه 

روند  تواندقبل از انتقال به رحم فرد گيرنده، مي ،تني
كه اين  گزيني را بهبود بخشدزونا و لانهخروج رويان از 

 استفاده از روشهاي مكانيكي، در آزمايشگاهها با امروزهامر 

ليزر تحت عنوان هچينگ كمكي  و يا )آنزيمي(شيميايي 
  . )21 و 6، 2( پذيردصورت مي

با توجه به تهاجمي بودن اين روش تنها موارد ضخامت 
در  سلول 5كمتر از ميكرومتر، رويانهاي  17زوناي بالاي 

، كانديداي مناسبي درصد 20 بالايفراگمنتيشن و  روز سوم
همچنين به بيماران  .باشندبراي انجام هچينگ كمكي مي

سال و داراي سابقه چندين شكست در انتقال  38بالاي 
  .)22و  8( شودرويان، استفاده از اين روش توصيه مي

دو  پروتكل رايج در بسياري از آزمايشگاهها انتقالامروزه 
. باشدمي درماني ورهبه ازاء هر دسلولي  8تا  4 تا سه رويان

تني رويانهاي برون سريع تر شتدليل اين امر انتقال و برگ
چينگ هتر بودن روش تني، آسان و ايمنبه شرايط درون

فاصله كافي بين وجود  با توجه بهدر اين مرحله  كمكي
بعد از  هارويانبالاتر  يبلاستومرها و زونا و نيز شانس بقا

 اندمطالعات نشان داده اما .)28و  24، 4( باشدميانجماد 
قدرت  از سلولهابالا بودن تعداد به دليل  بلاستوسيست

 افزايش همچنين با توجه به .بيشتري برخوردار است ترميم
، امكان تبادل مواد سرما سلولها نسبت سطح به حجمدر 

پتانسيل يابد و مي محافظ با آب درون سلولي افزايش 

 بهبوددمايي  هايبراي بقاء و مقاومت در برابر شوك رويان
بنابراين انتقال رويان در مرحله . )15و  14( يابدمي

خطر  ،حاملگي شانسعلاوه بر بالا بردن بلاستوسيست 
را نيز كاهش ابتلاء به سندرم تحريك بيش از حد تخمدان 

باب  در شده پيشنهاد از جمله درمانهايو  )13( دهدمي
اما در  .باشدميمطرح  گزينيلانه در مكرر شكست

چسبيده بودن سلولهاي لايه  به واسطهبلاستوسيست 
تروفواكتودرم به لايه زونا، هچينگ كمكي ريسك آسيب به 

همچنين حفره . دهدمي سلولهاي رويان را افزايش
بلاستوسل مملو از مايع درون بلاستوسيست با افزايش 

 تشكيل كريستال يخ حين انجماد، باعث كاهش نرخ احتمال
علاوه بر . گرددمي گشايي شدهيخ هايروياندر  ،مانيزنده
تواند به عنوان يك سد، حضور حفره مملو از مايع مي ،اين

مانع از رسيدن مواد سرما محافظ به سلولهاي دروني رويان 
مواجه با  به واسطهگردد و باعث آسيب سلولهاي دروني 

  )20( سرمايي گردد شوك

روشهاي مختلفي براي كاهش حجم مايع درون تا كنون 
توان به ها ميآنكه از جمله  اندهحفره بلاستوسل معرفي شد

 سوزنيك با استفاد از  ايجاد سوراخ در بلاستوسيست
اشاره كرد، علاوه بر استفاده از ريز  ايشيشهبسيار نازك 
استفاده از سوزن اي، روشهاي ديگري همچون سوزن شيشه

و غلظت بالاي  )19( ، ليزر)8( اي، پيپت شيشه29با درجه 
نيز براي كاهش مايع حفره بلاستوسل مورد  )11(ساكارز 

با ايجاد سوراخ در بلاستوسيست  .بررسي قرار گرفته است
مي توان ضمن  ايشيشهبسيار نازك  سوزنيك با استفاد از 

، امكان دسترسي سلولهاي بلاستوسلكاهش حجم مايع 
ي معمول غلظتهادروني رويان را به مواد سرما محافظ در 

ي تروفواكتودرم باعث سلولها با تحريكتسهيل نمود و هم 
تواند ميگردد كه خود  ترشح آنزيم لايزين فعال شدن مسير

كمكي هچينگ  به عنوانبا تسهيل در خروج رويان از زونا 
   .)13و  12، 10، 4( عمل نمايد

كه كاهش حجم مايع اند مطالعات قبلي نشان داده
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نرخ زنده ماني تواند اي ميبلاستوسل قبل از انجماد شيشه
مايع در اين بخشد ولي  بهبودرويانهاي ذوب شده را 

و جهت دهي بلاستومرها در حين  جا به جاييتغذيه، 
، در طي تكامل رويان. نقش دارد ،زاييلايه تكامل و
توانايي تبديل به هر سه  بلاستوسيستدر  ICMسلولهاي 

را دارا ) اكتودرم، مزودرم و آندودرم(لايه زاينده جنيني 
سلولهاي ترفواكتودرم نيز كه در معرض مستقيم . باشندمي

اساسي د نقش نفشار ناشي از پارگي بلاستوسيست مي باش
بنابراين هر گونه تغيير . نمايدمي گزيني رويان ايفاءدر لانه

تواند در ميتكوين رويان گذار در تأثيردر ميزان بيان ژنهاي 
 رويانگزيني كيفيت بلاستوسيست و در نهايت توان لانه

 هاي خانوادهژنتوان به ها ميژن از ميان اين  .گذار باشدتأثير
Wnt  د نشوبيان مي روياناز مراحل اوليه رشد اشاره كرد كه

ون يبلاست و بعد از گاسترولاسسپس به اپيو  ICMو به 
اي در و نقش عمده دنگردبه رده سلولي زاينده محدود مي

بنابراين، نقص در بيان . نمايندرشد و تكامل جنين ايفاء مي
 ICMآنها منجر به توليد بلاستوسيستهايي خواهد شد كه 

حتي در آنها قدرت تمايز به ساير سلولها را ندارد و 
در مراحل اوليه تكامل جنيني از بين گزيني نيز صورت لانه

   .)16( روندمي

با توجه به نقش  مايع بلاستوسل آيا خروج مايع و نيز 
آسيب و استرس اعمال شده به رويان در حين سوراخ 

بر بيان ژنهاي دخيل در  تأثيرتواند با كردن مصنوعي مي
 تكوين بلاستوسيست و پرتواني توده سلولي داخلي

جهت پاسخ به  ؟گذار باشد تأثيرعملكرد جنين و توسعه بر
تني هاي درونكيفيت بلاستوسيستدر اين تحقيق  اين پرسش

از لحاظ  پس از سوراخ كردن مصنوعيموش را  تنيو برون
ها ماني، بازگشت رويانزنده    نرخ  مورفولوژيك با سنجش

و نيز از طريق روشهاي  طبيعي و خروج از زونا به شكل
  .دي، ارزيابي گردWnt3aژن بيان ميزان مولكولي با بررسي 

  مواد و روشها 
 يموشها( NMRIاد ژن ي،سور ياهاز موش يقتحق ينا در

) هفته 10- 12نر با سن  يهفته و موشها 7- 8ماده با سن 
 12و  ييساعت روشنا 12 يطدر شرا يواناتح .استفاده شد
 يگراد نگهداريدرجه سانت 18-23 يو دما يكيساعت تار

  .به آب و غذا نداشتند ياز نظر دسترس يتيو محدود شدند

: گذاريتحريك تخمك:تنيبلاستوسيست برون توليد
واحد  8 يزان، در روز اول به ميگذارتخمك تحريكجهت 

 بستنآ نيادما مپين سروتردوگناهورمونالمللي بين
)(Folligon®, A007A02, Intervet  داخل  صورتبه

 46- 48پس از گذشت . شد يقماده تزر يبه موشهاي صفاق
 يجفت ينهورمون گنادوتروپي داخل صفاق يقتزر، ساعت
 يجهت آزادساز )Pregnyl®, 111, Darou Pakhsh( انسان
  . يرفتصورت پذ IU8  يزانبه م ها،تخمك

، قبل از استحصال عتحداقل چهار سا: استحصال تخمك
به  M2يط محها تخمك يشو و و شست يآورجمع جهت
سرم  ينو آلبوم )P4562,Sigma( واتيروپ يمسد همراه
 60×15 يشد يپتر يك در (GibcoBRL ,10106) يگاو
و سطح  گذاشته )Nunc, Denmark ,150288(متري ميلي

پوشانده  )M-5310, Sigma( يلاستر يآنها با روغن معدن
با  )Memmert, Germany( در انكوباتور يشد يشد و پتر

و  درصد 97، رطوبت درجه سانتي گراد 37ت درجه حرار
CO2  ساعت  14- 16 حدود. قرار گرفت درصد 5به ميزان

  ييجابه روش جابه يزموش ماده ن، hCG يقبعد از تزر
 ةشدن حفر يانكشته شد و پس از نما يگردن يهامهره
و به  از رحم و تخمدانها جدا يچيها با قاويداكت، يشكم
يكروسكوپ مئواستر يردر ز .منتقل شدند M2 ةقطر

)smz1000, Nikon, Japan( يكتوسط  يآمپولا يةناح 
 .آزاد گشتندكومولوس - تخمك هايتودهسوزن پاره شد و 

، درون M2هاي ها بعد از شستشو در قطرهاين توده
، رطوبت درجه سانتي گراد 37با درجه حرارت انكوباتور 

   .نگهداري گرديدند درصد 5به ميزان  CO2 و درصد 97

پذيري اسپرم، جداسازي و ظرفيت جهت :استحصال اسپرم
سديم گرم بر ميلي ليتر  2/2 حاوي TCM 199از محيط 
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 ,030-12340(بافرهيپس  مولارميلي 25 ،كربناتبي

GibcoBRL( آلبومين سرم گاوي  درصد 10 به همراه
به  hCGيق ساعت بعد از تزر 13- 15 حدود. استفاده گرديد

 يگردن يهامهره ييجابهجا موش ماده، موش نر به روش
و  ستبرش در پو يجادكشته و به پشت خوابانده شد و با ا

ها از دم اسپرم .يدگرد ياننما يشكم ه، حفريصفاق يهلا
 يطساعت در محيك  به مدتاستخراج و يديديم اپ

، رطوبت درجه 37ت درجه حراردر اسپرم  پذيرييتظرف
  .ندقرار گرفت درصد 5ميزان  به CO2و  درصد 97

 يطاز مح يشگاهيانجام لقاح آزما براي :لقاح آزمايشگاهي
HTF  30و  واتيروپ يممولار سديليم 33/5به همراه 

 يونگلوتات وي سرم گاو ينآلبوم يترل يليگرم بر ميليم

)071M1804V, Sigma( پتري ديشدر . استفاده شد 
-قطره )Nunc, Denmark ,153066(ميلي متري  35×10

گذاشته  HTFاز محيط ماكروليتر   50 يبيبا حجم تقرهايي 
پوشانده شد و حداقل  يلاستر يو سطح آنها با روغن معدن

  . از شروع لقاح در انكوباتور قرار گرفت لچهار ساعت قب

كه از لحاظ  COCsپانزده عدد  يده ال ،HTF ةدر هر قطر
اسپرم  ماكروليتر 4-3بودند قرار داده شد و  ي طبيعيظاهر

قطره ر به ه يترليليم يكدر حجم  يليونم يكبا غلظت 
با درون انكوباتور چهار ساعت  به مدتو  گرديداضافه 

و  درصد 97، رطوبت درجه سانتي گراد 37درجه حرارت 
CO2  نگهداري گرديدند درصد 5به ميزان.  

 ,KSOM)J.D  يطاز مح رويانكشت  جهت :كشت رويان

 يترليليگرم بر ميليم 5وات، يروپ يمسد يحاو )1993
 يسينجنتامايتر ل يليگرم بر ميليم 50، يسرم گاو ينآلبوم

Bio-West, L0011-010)( فاكتور  يترليليگرم بر منانو 50 و
چهار قطره  .استفاده شد )E4127, Sigma( يدرميرشد اپ
درون پتري  KSOMاز محيط ماكروليتر  250تقريبي با حجم
روغن با  آنهاو سطح گذاشته  متريميلي 15×60ديش 

 از ماكروليتر 400همچنين . ده شداناستريل پوشمعدني 
 ايحفره پليت چهارچاهك از  در هر KSOMمحيط 

)176740, Nunc,Denmark( سطح آن با همين  و ريخته
تخمكهاي . ده گرديداناستريل پوش معدني روغنحجم از 

ي خانهچهار يشبه دوشو لقاح يافته پس از شست
ساعت درون انكوباتور  72 به مدتمنتقل و   KSOMحاوي

به CO2 و  درصد 95ورطوبت درجه  37با درجه حرارت 
   .قرار گرفتند درصد 5ميزان 

 تزريق هورمونهاي: تنياستحصال بلاستوسيست درون
PMSG و hCG بلافاصله . صورت گرفت مشابه گروه قبل

يك موش ماده با يك موش نر  hCGهورمون  پس از تزريق
گيري در يك قفس قرار گرفتند، صبح روز جهت جفت

به بعد، پلاك واژني بررسي شد و موشهاي پلاك مثبت 
جهت استحصال سه روز  به مدتعنوان روز نيم بارداري 

به  سه و نيم روزه هايموش. نگهداري شدندبلاستوسيست 
هاي لوله. ندكشته شد يگردن يهامهره ييجاروش جابه

هاي به لوله M2محيط  با تزريقرحمي موشها جدا و 
هاي مختلف آوري و در قطرهبلاستوسيستها جمع ،رحمي

M2 و KSOM وشو داده شدند و به پليت چهار خانه شست
 37منتقل شدند و در انكوباتور با دماي   KSOMحاوي 
   .قرار گرفتند درصد 97و رطوبت  درصد CO2 5، درجه

سوراخ كردن  يبرا: بلاستوسيست مصنوعي سوراخ كردن
تني از ميكروسكوپ تني و برونيستهاي درونبلاستوس

كه مجهز به يك  )(Nikon eclipe Ti-U, Japanمعكوس 
و  ) (Narishige, 10291, Japanميكرومنيپوليتور سيستم

باشد، استفاده مي ) (Nikon TI-SR, Japanكنندهصفحه گرم
 4با حجم  M2ي هابلاستوسيستها درون قطره. گرديد

در زير  هابلاستوسيست سپس. قرار گرفتند ماكروليتر
ميكروسكوپ و با استفاده از سوزنهاي تزريق و نگهدارنده 

 اي مهار گرديد كهنصب شده بر روي دستگاه، به گونه
در راستاي حركت ورود و خروج سوزن  ICMسلولهاي 
سوزن تزريق به آرامي از بين . نباشند رويانبه درون 

 تا نزديكي(گرديد  رويانسلولهاي تروفواكتودرم وارد 
بعد از چند ثانيه سوزن به آرامي در ). سوزن نگهدارنده
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همچنان توسط فشار منفي سوزن  رويانحالي كه 
اين مراحل . نگهدارنده ثابت مانده است، بيرون كشيده شد

 37روي صفحه گرم در دماي براي تمامي بلاستوسيستها بر 
 136در اين مطالعه تعداد  .صورت پذيرفتدرجه 

تني بلاستوسيست برون 124تني و بلاستوسيست درون
توسط سوزن دستگاه ريزدستكاري سوراخ گشتند و مايع 

انتقال  KSOMبلاستوسل آنها خارج شد و سپس به محيط 
ساعت بعد بلاستوسيستها از نظر  12و  3حدود . يافتند

  .كيفيت بررسي گشتند

 RNAاستخراج  يبرا: ام از بلاستوسيتت RNAاستخراج 
 RNeasy Plus استخراج يتاز ك يستهااز بلاستوس تام

Micro Kit® (74034, Qiagen)  استفاده شد و طبق
 .يداستخراج گرد RNA كيت، شده در پروتوكل نوشته

استخراج شده با استفاده از دستگاه RNA غلظت  يزانم
به روش  )Thermo Scientific, America( نانودراپ

 A260A/280نسبت جذب .شد يدهسنج ياسپكتروفتومتر
ين در نظر پروتئ يعدم وجود آلودگ يبررس يبرا ياريمع

 .شد گرفته

يت از ك cDNAسنتز  يبرا: مكمل  DNA رشته اول سنتز
AccuPower RocketScript RT PreMix )Bioneer( 

واكنش مطابق با دستورالعمل موجود در . يداستفاده گرد
كيت با استفاده از پرايمرهاي تصادفي تهيه شد و واكنش 

 (Peqlab, Germany) در دستگاه ترموسايكلر  cDNAسنتز 

 50دقيقه،  3براي  درجه سانتي گراد 15 در شرايط دمايي
دقيقه انجام  5براي مدت درجه  95 دقيقه و 60براي درجه 
   .گرديد

 ژن و برگشت  رفت يمرهايپرا يتوال: پرايمر طراحي

Wnt3و β2M برنامه توسط Oligo5  طراحي شد و
مورد ارزيابي  Primer-BLASTاختصاصي بودن آن توسط 

  قرار گرفت
  . شد در نظر گرفته )Housekeeping( به عنوان ژن كنترل داخليβ2M ژن ). 1جدول 

  β2M وWnt3  ژنهايو برگشت  رفت يمرهايپرا يتوال -1جدول 
اتصال يدما  bp(  (°C)(طول توالي  5'به  3'توالي  پرايمر  ژن  (bp)طول محصول  

Wnt3  
GCTCTGCCATGAACCGTC  رفت

ACA 
21  8/61  

121  
GACCACCAGCAGGTCTTC  برگشت

ACT 
21  8/61  

β2M 
CCTGGTCTTTCTGGTGCTT  رفت

GT 21  57  
118  

GCAGTTCAGTATGTTCGGC  برگشت
TTC 22  57  

 

واكنش در حجم  اين: اي پليمراز كيفيواكنش زنجيره
 Ampliqon با استفاده از كيت شركت ماكروليتر 15 نهايي

از مخلوط ماكروليتر  5/7تهيه واكنش  به منظور. انجام شد
 1 از هر آغازگر و پيكومول x2 )2x Master Mix( ،4اصلي 

يكديگر تركيب شدند و حجم نهايي با با  cDNA ماكروليتر
كيفي در دستگاه ترموسايكلر  PCR واكنش. آب تنظيم شد

(Peqlab, Germany)  چرخه حرارتي شامل مرحله  32در
ثانيه،  15 به مدتگراد درجه سانتي 94در دماي  واسرشت

 15 به مدت گراددرجه سانتي 58در دماي  مرحله اتصال

 5 به مدتگراد درجه سانتي 72در دماي ثانيه، مرحله تكثير 
همچنين مرحله واسرشتگي اوليه در دماي . دقيقه انجام شد

در . لحاظ گرديددقيقه  3 به مدتگراد جه سانتيدر 94
 درصد يكبا استفاده از ژل آگارز PCR محصولات پايان 

به  يدبروما يديومات يژل در ظرف حاو .ندالكتروفورز شد
در آب، در  پس از شستشو شد وقرار داده  يقهدق 10 مدت

باندها  UV اثر اشعه تحت Transilluminatorدستگاه 
 .ندمشاهده شد

 ژن دوبيان : اي پليمراز در زمان واقعيزنجيره واكنش
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Wnt3a  وβ2m  25344(با استفاده از كيت, Intron( حاوي 
 CTاي از طريق روش مقايسهSYBR Green I رنگ 

 Applied(در دستگاه ترموسيكلر  real time- PCRواكنش 

Bio Systems StepOne, USA(  40تعداد  .گرديدارزيابي 
 درجه سانتي گراد Annealing 55سيكل تكثير در دماي 

 3با  هااين واكنش براي هر يك از تيمار. صورت پذيرفت
  .انجام شدبار تكرار 

 تني ودر دو گروه درون بلاستوسيستها: طراحي آزمايش

به  رويانهادر هر گروه  .مورد بررسي قرار گرفتند تنيبرون
استفاده  اگروهي ب. بخش تقسيم شدندتصادفي به دو  طور

از دستگاه ريزدستكاري به روش مكانيكي سوراخ شدند و 

هيچ تيماري به عنوان گروه كنترل در نظر  بدون مابقي
 از بلاستوسيستها خروج قابليت، مانيزنده نرخ .ندگرفته شد

  .دگردي ارزيابيدر هر گروه  Wnt3a ژن بيانو ميزان  زونا

 One-Way با استفاده از تست : هاتجزيه و تحليل داده

ANOVA و به دنبال آن تستDuncanهاي ، آناليز داده
 >05/0Pسلولي و مولكولي صورت پذيرفت و تفاوتها در 

افزار از نرم براي اين منظور. نظر گرفته شدنددار درمعني
  .گرديد استفاده  SPSS, ver. 16.0 آماري

  نتايج
در  آمده به دستبراساس نتايج  :بخش سلولي

در گروه  تنيبلاستوسيتهاي درون مانيميزان زنده 2جدول 
 84/1(داري نداشت تفاوت معني ،تيمار در مقايسه با كنترل

 93/98  اما ميزان خروج از زونا ) درصد 100در مقابل
در مقابل   46/83 72/1(داري نشان داد افزايش معني

تني هاي بروندر مورد بلاستوسيست .)درصد 6/70 ± 01/0

، با استفاده از تكنيك سوراخ كردن )3جدول (نيز 
 91/0(ماني بالا مصنوعي، در كنار ميزان زنده ±97(% ،

داري نيز در ميزان خروج از زونا بدست آمد افزايش معني
)b53/3  ±8/75 در مقابلa4/10± 4/63.(  

  تني موشاثر سوراخ نمودن مصنوعي حفره بلاستوسل بر كيفيت بلاستوسيستهاي درون -2جدول 
  درصد خروج بلاستوسيست از زونا مانيدرصد زنده تعداد بلاستوسيست گروه مورد آزمايش

  a100%  a 01/0 ± 6/70% 198  كنترل
AC 136 a    84/1  93/98   b72/1  46/83  

در تست  P > 05/0(نسبت به هم داراي تفاوت معناداري هستند bوaدر هر ستون.آمدندبه دستتكرار5هاي ها از تركيب نمونهداده
ANOVA و Duncan(. 

  

  تني موشاثر سوراخ نمودن مصنوعي حفره بلاستوسل بر كيفيت بلاستوسيستهاي برون -3جدول 
  (%)ميزان خروج بلاستوسيست از زونا  (%)مانيميزان زنده تعداد بلاستوسيست هاي آزمايشيگروه

  a100%  a            4/10 ± 4/63%  179  كنترل
AC  124 a91/0 ±97                b53/3  ±8/75         

در تست  P > 05/0(نسبت به هم داراي تفاوت معناداري هستند  bو  aدر هر ستون . آمدند به دستتكرار  5هاي ها از تركيب نمونهداده
ANOVA و Duncan.( 

 
 

دهد كه نشان مي 1نمودار نتايج حاصل از : بخش مولكولي
در بلاستوسيستهاي درون تني موش  Wnt3aميزان بيان ژن 

سوراخ كردن مصنوعي نسبت به گروه  فرآيند حاصل از
تني و در بلاستوسيستهاي برون داركنترل افزايش معني

نتايج حاصل  همچنين. ه استدار داشتموش كاهش معني
در بلاستوسيستهاي  Wnt3aميزان بيان ژن  دهدنشان مي

 سوراخ كردن مصنوعي فرآيند تني موش حاصل ازبرون

  داركاهش معني ش،تني مونسبت به بلاستوسيستهاي درون
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  .پيدا كرده است

  
بلاستوسيستهاي : نسبت به گروه كنترل ب Wnt3a تني موش بر ميزان بيان ژنبلاستوسيستهاي درون: اثر سوراخ كردن مصنوعي در الف -1نمودار 

  نسبت به گروه كنترل Wnt3a تني موش بر ميزان بيان ژن برون
  .)Duncan و ANOVAدر تست  >05/0P(دار دارند نسبت به هم تفاوت معني b وa   .باشندمي real time- PCRتكرار  3ها حاصل از داده

  بحث
ماني آمده در مطالعه حاضر ميزان زنده به دستطبق نتايج 

 بلاستوسيستهاي سوراخ شده نسبت به گروه كنترل تفاوت
 درصد 100در مقابل   93/98 84/1(  داري نداشت معني

 91/0تني وبراي بلاستوسيتهاي درون  100در مقابل  ±97
توان به بنابراين مي). تنيبراي بلاستوسيتهاي برون درصد

اين نتيجه رسيد كه عمل مكانيكي سوراخ كردن مصنوعي 
تواند اثر منفي قابل بلاستوسيست به خودي خود نمي

. ماني بلاستوسيستها بگذاردتوجهي روي كيفيت و زنده
يك روش مطمئن جهت  توان از آن به عنوانبنابراين مي

ياد  ضخيم از زونا پلوسيداي جنين كردن خارج به كمك
  .كرد

كمك  نرخ خروج از زونا بابهبود گذاري و تأثيرميزان 
حفره بلاستوسيست، ارتباط مصنوعي سوراخ كردن روش 

مستقيمي با توانايي و مهارت كاربر در حين استفاده از اين 
ظريف، موقعيت  انتخاب سوزن مناسب و. دارد نيز تكنيك

مناسب بلاستوسيست نسبت به سوزن نگهدارنده و تزريق 
تواند به عنوان نكات كليدي بيان و اعمال فشار كافي مي

توجه به عدم برخورد سوزن به سلولهاي توده . گردند

داخلي رويان و عبور آن از بين سلولهاي تروفواكتودرم نيز 
علاوه بر  .)19( اين روش بكاهد تهاجمي تأثيرتواند از مي

اي، روشهاي ديگري همچون استفاده از ريز سوزن شيشه
 ، ليزر)8( اي، پيپت شيشه29استفاده از سوزن با درجه 

نيز براي كاهش مايع  )11(و غلظت بالاي ساكارز  )19(
در روش . حفره بلاستوسل مورد بررسي قرار گرفته است

حفره  استفاده از غلظتهاي بالاي ساكارز، نه تنها حجم
تك سلولهاي رويان نيز يابد بلكه تكبلاستوسل كاهش مي

-گيرند كه ميدر معرض كاهش آب درون سلولي قرار مي

تواند اثرات مخرب پنهاني در آينده تكوين رويان داشته 
بنابراين مطالعات بيشتري جهت بهينه كردن غلظت . باشد

ساكارز مورد استفاده، مدت زمان تماس رويان با آن و 
چنين اثرات اين روش بر روي سلامت رويان مورد نياز هم

اي نيز با توجه به استفاده از پيپتهاي شيشه. )27( است
تفاوت در اندازه و قطر بلاستوسيستها و نياز به تعويض 

بر است و مكرر پيپتهايي با قطر مختلف، تا حدودي زمان
  .)5( گردددر روند كار مي تأخيرموجب 

و همكارانش دو روش ريز سوزن  Mukaida 2006در سال 
اي و ليزر را براي كاهش مايع حفره بلاستوسل قبل شيشه

مقايسه اين دو . اي مورد مطالعه قرار دادنداز انجماد شيشه
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ماني روش، هيچ تفاوت معنا داري در ميزان زنده
پس از ذوب و نتايج كلينيكي حاصل از  هابلاستوسيست

 2011اي كه در سال در مطالعه .)19( انتقال آنها نشان نداد
انجام شد نيز سوراخ كردن و همكارانش  Yongتوسط 

مستقل به عنوان  به صورتمصنوعي حفره بلاستوسل 
در . تكنيك كمكي خروج از زونا مورد بررسي قرار گرفت

. استفاده شد 29اين مطالعه از روش ليزر و سوزن با درجه 
ي پس از استفاده از نتايج اين محقق افزايش در ميزان باردار

هر دو روش ليزر و سوزن را نسبت به گروه كنترل نشان 
-لازم به ذكر است كه استفاده از روش ليزر علي .)10( داد

رغم ايجاد سهولت و تسريع در روند كار، به علت گران 
  . باشدبودن تجهيزات، زياد رايج نمي

 اي كه در اينبنابراين در اين ميان روش ريز سوزن شيشه
مطالعه نيز مورد استفاده قرار گرفته است به نظر مطلوب و 

استفاده از تكنيك سوراخ كردن مصنوعي  .آيدمي كارآمد
علاوه بر خروج . تواند نتايج كلينيكي را نيز بهبود بخشدمي

مثبت آن در  تأثيرمايع بلاستوسل توسط اين تكنيك و 
و  Zech، كاهش كريستال يخ درون بلاستوسيست

ش گزارش كردند كه ارتباط مستقيمي بين شكاف همكاران
گزيني و لانهدر زونا قبل از انجماد با ميزان خروج از زونا، 

اگرچه توضيح اين ارتباط كمي . )29( حاملگي وجود دارد
رسد، افزايش در ميزان ورود مشكل است، اما به نظر مي

برخي مواد سرما محافظ، يكي از دلايل بهبود نتايج كلينيكي 
شوند، محلولهايي كه براي انجماد رويان استفاده مي. شدبا

مواد . شامل مواد سرما محافظ نفوذ پذير و نفوذ ناپذير است
تر سرما محافظ نفوذ ناپذير مانند ساكارز، موجب چگال

شدن محيط اطراف بلاستوسيست و جلوگيري از تشكيل 
مواد سرما محافظ نفوذ . شوندكريستال يخ در آن ناحيه مي

پذير نيز به راحتي از زونا عبور و از محيط داخل 
-در اين ميان به نظر مي. كنندبلاستوسيست محافظت مي

رسد، در بلاستوسيستهايي با زوناي دست نخورده، انتشار 
به اين ترتيب . اي كافي نباشدساكارز به فضاي دور زرده

توسط محيط چگال و حاوي  كاملاًسلولهاي تروفواكتودرم، 

آل انجماد شوند و حالت ايدهما محافظ احاطه نميمواد سر
شكاف در زونا موجب  احتمالاًبنابراين . گرددنمي فراهم 

تسريع در اين انتشار و محافظت از سلولهاي تروفواكتودرم 
همچنين از آنجايي كه در مراحل انتهايي گسترش . شودمي

به  كاملاًبلاستوسيست، بعضي از سلولهاي تروفواكتودرم 
كنند، هنگامي كه نا نزديك شده و با آن اتصال برقرار ميزو

 به صورت آب گيريگيرند، مي در محلولهاي انجمادي قرار
در نتيجه شكاف در . پذيردنمي يكنواخت و كامل صورت

كند و موجب گيري اين اتصال جلوگيري ميزونا، از شكل
  . )29(كامل انجام شود به صورت آب گيريشود مي

فرضيه ديگري كه در مورد اثر سوراخ كردن مصنوعي در 
 NA+/K+ ATPبهبود نتايج كلينيكي وجود دارد، نقش پمپ 

ase يي كه حدود آنجااز . در ايجاد حفره بلاستوسل است
توليد شده در طول رشد  ATPاز كل  درصد 60

مورد استفاده قرار  ATP aseبلاستوسيست را اين پمپ 
لاستوسيست به حالت اول پس از دهد، بازگشت مجدد بمي

-ذوب، مستلزم مصرف بالاي مجدد اين مقدار انرژي مي

تواند توجيهي براي كندتر بودن روند برگشت باشد كه مي
گزيني رويان به و نيز كاهش در ميزان خروج از زونا و لانه

بنابراين ايجاد حفره در ديواره زونا قبل از . حساب آيد
به حساب آيد و  چينگ كمكيه تواند نوعيانجماد، مي

ضمن تسريع در بازگشت مجدد رويان به حالت اول، با 
 گزيني بهبود بخشدحفظ انرژي بيشتر، شرايط را براي لانه

افزايش درصد خروج از زونا در گروه سوراخ كردن  .)11(
در مقابل   46/83 72/1( مصنوعي نسبت به گروه كنترل

تني و براي بلاستوسيتهاي درون درصد 6/70 ± 01/0
b53/3  ±8/75 در مقابلa4/10± 4/63  براي بلاستوسيتهاي

توان ناشي از تحريك ترشح آنزيم لايزين را مي )تنيبرون
در . در اثر سوراخ كردن مصنوعي بلاستوسيست دانست

حالت طبيعي هنگام رسيدن بلاستوسيست به رحم، 
ود تا بتواند به بايست از زونا خارج شبلاستوسيست مي
افزايش حجم مايع بلاستوسل و ترشح . ديواره رحم بچسبد

نوعي پروتئاز شبه تريپسيني به نام لايزين توسط سلولهاي 
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TEحال . گردد، سبب خروج بلاستوسيست از زونا مي
مصنوعي توسط  به صورتكه عمل سوراخ كردن زماني

رد شود، سوزن پس از سوراخ كردن زونا واسوزن انجام مي
ترشح  فرآيند شود واتصالات سلولهاي تروفواكتودرمي مي

تواند كمكي كند، همين امر ميآنزيم لايزين را تحريك مي
 به صورتي جنين كه يا از محل سوراخ شده باشد برا

اتفاقي و يا از محلي كه در حالت طبيعي بايد از زونا خارج 
بر اساس نتايج  .)10( شده اين عمل صورت گيردمي

تني بلاستوسيستهاي برون مانينرخ زنده، گزارش شده
صنوعي نسبت سوراخ كردن م فرآيند موش حاصل از

سوراخ  فرآيند تني موش حاصل ازبلاستوسيستهاي درون
كه اين . دار داشته استكردن مصنوعي كاهش غير معني

تواند ناشي از اعمال فشار ريز سوزنها بر كاهش جزئي مي
همچنين ميزان . سوراخ كردن باشدزوناپلوسيدا هنگام 

 تني موش حاصل ازخروج از زوناي بلاستوسيستهاي برون
بلاستوسيستهاي  نسبت به سوراخ كردن مصنوعي فرآيند
پيدا كرده است كه اين  داركاهش معني تني موشدرون

تواند به علت شرايط كشت در محيط آزمايشگاه كاهش مي
لقاح و كشت . باشد و استرسهاي ناشي از آن بر روي جنين

در آزمايشگاه با تغيير در الاستيسيته زونا باعث افزايش 
مقاومت آن و كاهش توانايي خروج بلاستوسيست از زونا 

در آزمايشگاه نيازمند  خروج بلاستوسيست از زونا. شودمي
با گسترش . است مشاركت فعال تروفواكتودرم

شود و زونا نازك مي بلاستوسيست در محيط آزمايشگاهي
اين به علت فشار ناشي از گسترش بلاستوسيست و ليز 

   .باشدشدن زونا توسط ليزين تروفواكتودرمال مي

 در محيط آزمايشگاهي فرآيند خروج بلاستوسيست از زونا

 اين. سوراخهاي متعدد درغشاء زونا انجام مي شود با ايجاد
در رحم كه  متفاوت با خروج بلاستوسيست از زونا فرآيند
خروج بلاستوسيست از . باشدشود، ميحل مي كاملاًا زون
در شرايط آزمايشگاهي به علت غياب آنزيم پرومئاناز  زونا

  .)26و  5( دهدليزين رحمي رخ مي

استرسهاي ايجاد شده توسط تكنيكهاي : بحث مولكولي
و لقاح آزمايشگاهي  انجماد، كمك باروري، از جمله

اثرات نامطلوبي در سطح توانند مي سوراخ كردن مصنوعي
مورفولوژي، متابوليسم، فراساختار و سطح ژنومي سلولها 
داشته باشد و با ايجاد تغيير در الگوي بيان ژن باعث 
اختلال در رشد و نمو، ايجاد ناهنجاري، كاهش قابليت 

ارزيابي كيفيت . شود رويانگزيني و در نهايت مرگ لانه
تواند ررسي سلولي، ميي علاوه بر بمولكولرويانها از نظر 

اي تنها مطالعه .به درك بهتر اثرات اين تكنيكها كمك نمايد
سوراخ كردن مصنوعي حفره بلاستوسل را بر روي  تأثيركه 

بيان ژنهاي بلاستوسيست ارزيابي كرده است، در سال 
و همكارانش، بيان  Minدر اين مطالعه، . انجام گرفت 2014

را در دو گروه  Bcl-XLو  Baxژنهاي مرتبط با آپوپتوز 
ذوب شده و بلاستوسيستهايي كه  - بلاستوسيستهاي منجمد

سوراخ شده بودند  29قبل از انجماد توسط سوزن درجه 
مثبت تكنيك سوراخ  تأثيرنتيجه حاكي از . بررسي كردند

به اين صورت . كردن مصنوعي در كاهش روند آپوپتوز بود
برنده آپوپتوز كه به نوعي پيش  Baxكه ميزان بيان ژن 

است، در اين گروه نسبت به گروه انجماد كاهش و در 
-كه از آپوپتوز جلوگيري مي Bcl-XLمقابل ميزان بيان ژن 

اي يي كه تا كنون مطالعهآنجااز  .)18( كند افزايش يافته بود
ي دخيل در مولكولدر مورد اثر اين تكنيك بر روي عوامل 

راخ كردن سوفرايند تكوين صورت نپذيرفته است، 
بر بيان ژنهاي دخيل در  تأثيرتواند، با مينيز مصنوعي 

بر ي تواني توده سلولي داخلتكوين بلاستوسيست و پر
 هاژناز ميان اين  .گذار باشدتأثيرعملكرد جنين و توسعه 

از مراحل اشاره كرد كه  Wnt هاي خانوادهژنتوان به مي
- به اپي و سپس ICM به شود واوليه رشد جنيني بيان مي

ون به رده سلولي زاينده يبلاست و بعد از گاسترولاس
اي در رشد و تكامل جنين و نقش عمده گرددمحدود مي

  . نمايندمي ايفاء

بلاستوسيستهايي  نقص در بيان آنها منجر به توليد بنابراين،
آنها قدرت تمايز به ساير سلولها را  ICMخواهد شد كه 
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در مراحل اوليه ني نيز گزيحتي در صورت لانهندارد و 
تا كنون گزارشي  .)16( روندتكامل جنيني و از بين مي
سوراخ كردن مصنوعي بر  تأثيرمبني بر بررسي مولكولي 

در بلاستوسيست مشاهده نشده و  Wnt3aميزان بيان ژن 
  . فقط در زمينه سلولي بررسي شده است

مايع درون حفره بلاستوسل، با وجود اثرات آن در ايجاد 
كريستال يخ حين انجماد، براي سلولهاي توده داخلي نقش 

گيري صحيح اي دارد و به حركت و موضعتغذيه
. نمايدمي زايي رويان كمك بلاستومرها و در نتيجه رده

مصنوعي در بلاستوسيست،  به صورتايجاد سوراخ 
شود و موجب كاهش مايع موجود در حفره بلاستوسل مي

اما در مقابل، . رساندمي    ري به انجماد بهتر رويان يا
شوك مكانيكي حاصل از سوراخ كردن بلاستوسيست 
توسط ريز سوزن و همچنين نقش مهم مايع بلاستوسل در 

شود مي  سوالي كه در اينجا مطرح. تكوين رويان قرار دارد
بلاستوسل در بين روزهاي  هاين است كه گرفتن آب حفر

گذارد؟ مي Wnt3aژن ي بر ميزان بيان تأثيرچه  5/3 - 5/4
مشاهده ، Wnt3aدر اين آزمايش پس از بررسي بيان ژن 

 تني حاصل ازژن در بلاستوسيستهاي دروناين  بيانشد كه 
سوراخ كردن مصنوعي نسبت به گروه كنترل افزايش  فرآيند
علت اين افزايش ممكن است پاسخ به از  .دار داشتمعني

براي ثابت نگه  AC بين رفتن بلاستومرهاي آسيب ديده در
داشتن سطح بيان اين ژن باشد كه براي اطلاعات بيشتر 

ميزان بيان  .باشدنيازمند تحقيقات بيشتري در اين زمينه مي
 تني موش حاصل ازدر بلاستوسيستهاي برون Wnt3aژن 

نسبت به بلاستوسيستهاي  سوراخ كردن مصنوعي فرآيند
مطالعات  .استپيدا كرده  دارمعني  كاهش  تني موش،درون

دهند كه تفاوت در ظاهر و كيفيت رويانهاي نشان مي

تواند به واسطه بروز تني ميتني نسبت به بروندرون
اي در طول مدت كشت رويان در مجموعه تغييرات پايه

تغييراتي مانند افزايش در تعداد . شرايط آزمايشگاهي باشد
ارگيري ريزي شده سلولي و يا زمان قرسلولها، مرگ برنامه
توانند به مي هاي اختصاصي رويان كهبلاستومرها در لايه

واسطه تغيير در نوع اتصالات بين بلاستومرها و تفاوت در 
تا كنون مطالعات متعددي نشان . الگوي بيان ژنها رخ دهند

اند كه سطح بيان بسياري از ژنها، در رويانهاي رشد داده
آمده از محيط  به دستيافته در محيط كشت با رويانهاي 

   .)7( داخل بدن متفاوت است

تني تفاوت اثر كاهش مايع بلاستوسل بر رويانهاي برون
هاي جنيني گيري لايهدر شكل تأخيرتواند ناشي از مي

بيشتري بر  تأثيرباشد، در نتيجه كشيدن مايع در اين مرحله، 
اي از آنجايي كه هيچ نتيجه .گذاشته است Wnt3aبيان ژن 
منفي استفاده از اين تكنيك نيز وجود ندارد و  تأثيرمبني بر 

با توجه به مزاياي ذكر شده در مورد ميزان خروج از زونا و 
 اي نتايج باليني، كاهش مايع بلاستوسل قبل از انجماد شيشه

هرچند بهتر است اثر آن در مورد . تواند مفيد واقع شودمي
  .رار بگيردژنهاي دخيل در تكوين نيز مورد مطالعه ق ساير

  تشكر و قدرداني

و با  444ي اين تحقيق در قالب طرح پژوهشي به شناسه
-حمايت مالي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست

نگارندگان، مراتب تشكر و . فناوري صورت پذيرفته است
ي آقايان دكتر قدرداني خود را از همكاري صميمانه

هاشمي و مرتضي دليري، دكتر هادي حجاريان، احسان 
  .نمايدمي طايفه اعلامدكتر آيدين رحيم
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Abstract 
In recent years, using the assisted hatching techniques such as puncture of blastocyst, 
are used in in-vitro fertilization (IVF) for increase the rate of implantation. This study 
was designed in order to evaluate of AC effect in survival and hatching rate of mouse 
blastocysts by expression of Wnt3a gene. In vivo and In vitro blastocysts are obtained. 
Some of them in in-vivo and In vitro groups were collapsed with a micro-needle and 
non-collapsed blastocysts in each group were used as a control. Evaluated survival and 
hatching rate and quantitative expression of Wnt3a gene in both groups was investigated 
by using Real time PCR. Our results revealed that AC of blastocyst in in-vivo and In 
vitro blastocysts did not improve survival rate although hatching rate had a significant 
difference in the collapsed blastocysts compared to non-collapsed blastocysts in both 
groups. The results real time PCR quantitative analysis showed that expression level of 
Wnt3a gene has increased in in-vivo blastocysts and it has decreased in in-vitro 
blastocysts comparing to control group in both treatment. AC could be effective way to 
improve the assisted hatching techniques. 
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